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Referat: 
Bei der proliferativen Retinopathie (PVR) kommt es aufgrund einer Netzhautablösung zu 
einer Störung der Blut-Retina-Schranke. Durch die daraus resultierende Milieuänderung wan-
dern retinale Zellen und Bestandteile des Blutes in den Glaskörper ein. Wachstumsfaktoren 
regen die mitotisch inaktiven RPE-Zellen zur Migration und Proliferation an. Im weiteren 
Verlauf der Erkrankung führt dies zur Ausbildung von Traktionsmembranen und zur Ablö-
sung der Netzhaut. Die dadurch entstehenden Zugkräfte verhindern eine Wiederanlegung der 
Netzhaut. 
Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, welchen Einfluss Wachstumsfaktoren und deren 
Kombinationen auf die Proliferation und Migration humaner retinaler Pigmentepithelzellen, 
die VEGF-Sekretion durch RPE-Zellen und die mRNA-Expression von Kollagenen haben. 
Die beteiligten Signalwege sollten ebenfalls ermittelt werden. Im Ergebnis sollten Faktoren 
identifiziert werden, die die Entstehung einer PVR begünstigen.  
Migration, Proliferation, VEGF-Sekretion und die TGF-ß-Sekretion konnten durch den 
Wachstumsfaktor PDGF (Platelet-derived growth factor) gesteigert werden. Die Wirkung des 
PDGF-Signals wurde durch die Aktivierung verschiedener intrazellulärer Signalwege 
(MAPK, p38MAPK, PI3K/AKT) vermittelt. PDGF wirkte hemmend auf die Kollagen 
mRNA-Expression. 
Für TGF-ß (Transforming growth factor-ß) wurde eine hemmende Wirkung auf die Prolifera-
tion und eine induzierende Wirkung auf die Kollagensynthese nachgewiesen.  
Beide Faktoren – PDGF und TGF-ß – steigerten die VEGF-Sekretion. Eine additive Erhöhung 
der VEGF-Sekretion wurde durch die Kombination beider Faktoren nachgewiesen. 
Die untersuchten Wachstumsfaktoren interagieren mit den humanen retinalen Pigmentepithel-
zellen und tragen somit maßgeblich zur Ausbildung und auch zur Beschleunigung des Ver-









AKT Proteinkinase B 
AMD Altersabhängige Makuladegeneration 
AP Alkalische Phosphatase 
BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat 
bFGF Basic fibroblast growth factor 
BMP-4 Bone morphogenetic protein-4 
BrdU Bromdesoxyuridin  
c-fos Protoonkogen 




DOC Deoxycholic acid 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA Enzyme-linked Immunsorbent Assay  
ERK1/2 Extracellular-signal-regulated kinases 
FKS fötales Kälberserum  
Flk 1  Vascular endothelial growth factor receptor 2 
Flt 1 Vascular endothelial growth factor receptor 1 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
HB-EGF Heparin binding EGF-like growth factor 
HBSS Hank‘s Buffered Salt Solution 
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
HGF Hepatocyte growth factor 
LAP  Latency associated protein 
LTBP  Latent transforming growth factor-ß binding protein 
MAPK  Mitogen-aktivierten-Protein-Kinasen 
MCP-1 Monozyten chemotaktisches Protein-1 
MIF Makrophagen migrationshemmender Faktor 
NBT Nitro-blue tetrazolium 
P38 MAPK P38-mitogenaktivierte Proteinkinasen 
PBS phosphate buffered saline 
PCR Polymerase chain reaction 
PDGF Platelet-derived growth factor 
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PDR Proliferative diabetische Retinopathie 
PI3K Phosphatidylinositol 3-kinases 
PIGF Placenta growth factor 
PTN Pleiotrophin 
PVDF Polyvinylidenfluorid 
PVR Proliferative Vitreoretinopathie  
RPE-Zellen retinale Pigmentepithelzellen 
Rpm revolutions per minute 
SDS sodium dodecyl sulfate 
Smad Proteine (zur Vermittlung des TGF-ß-Signals) 
TBE TRIS-Borat-EDTA-Puffer 
TEMED N,N,N′,N′-Tetramethylethan-1,2-diamin 
TGF-ß Transforming growth factor-ß 
TMB 3,3´,5,5´-Tetramentylbenzidin 
VEGF Vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor 
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1. Einleitung 
1.1 Der Aufbau der Netzhaut und das retinale Pigmentepithel 
 
Die Netzhaut (Retina) ist ein wichtiger Bestandteil des Auges. Sie ist die innerste der drei 
Schichten des Augapfels. Unterteilt wird sie in zwei Abschnitte: den lichtempfindlichen Pars 
optica retinae und den lichtunempfindlichen Pars caeca retinae. Die Pars optica retinae wird 
wiederum in zwei Funktionseinheiten unterteilt. Zum einen in den Pars pigmentosa, der das 
retinale Pigmentepithel (RPE) einschließt, zum anderen in den Pars nervosa, der die drei hin-
tereinander geschalteten Neuronen beinhaltet und für die Leitung von Sehreizen verantwort-
lich ist. 
Die Netzhaut wird in mehrere Schichten unterteilt. In Abbildung 1 sind diese Schichten dar-







Abbildung 1: Schichten der Netzhaut 
Schichten und Zelltypen der Säugetierretina, RPE: retinales Pig-
mentepithel, OS: Außensegmente der Photorezeptorzellen, IS: In-
nensegmente der Photorezeptorzellen, ONL: äußere nukleäre 
Schicht, OPL: äußere plexiforme Schicht, INL: innere nukleäre 
Schicht, IPL: innere plexiforme Schicht, GC: Ganglienzellschicht. 
P: Pigmentepithelzelle, BM: Bruch-Membran, R: Stäbchen, C: 
Zapfen, H: Horizontalzelle, B: Bipolarzelle, M: Müller-Zelle, A: 








Das retinale Pigmentepithel ist ein einschichtiges, durch melaninhaltige Zellen dunkel gefärb-
tes Epithel, lokalisiert zwischen Papille und Ora serrata. Die Basis ist fest mit der Bruch-
Membran verbunden, die Netzhaut liegt locker auf dem Pigmentepithel auf. Die Zellen des 
Pigmentepithels sind durch tight junctions miteinander verbunden. Aktive Transportprozesse 
durch das Pigmentepithel ermöglichen einen Stoffaustausch zwischen Netz- und Aderhaut.  
Zu den Aufgaben (Abb. 2) des Epithels zählen die Lichtfilterung (durchgeführt durch das Me-
lanin in den Melanosomen), die Regeneration von Vitamin A, der Wärmeaustausch zur Ader-
haut  und der Stoffaustausch mit den Photorezeptoren. Die Ernährung der Rezeptorzellen wird 
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durch die apikal umgreifenden Mikrovilli des Pigmentepithels gewährleistet. Außerdem ha-
ben die RPE-Zellen die Aufgabe, die abgeschnürten Außensegmentstücke der Photorezepto-
ren zu phagozytieren und anschließend abzubauen. Mit zunehmendem Alter entstehen ver-
mehrt Abbauprodukte; diese verbleiben in den Lipofuzingranula der Zellen.  
 
 
Abbildung 2: Funktionen des retinalen Pigmentepithels (Strauß, 2009). 
 
Extrazelluläres Material (Kollagen I, III und IV, Fibronektin und Laminin), das beispielsweise 
in der Sklera (Kollagen I), dem Vitreous (Kollagen II) und der Basalmembran (Kollagen IV) 
Verwendung findet (Campochiaro et al., 1986), wird ebenso wie die Wachstumsfaktoren,  
zum Beispiel PDGF (Platelet-derived growth factor) (Campochiaro et al., 1994), von den 
RPE-Zellen produziert. Störungen der Funktionen des RPE sind eng mit verschiedenen Er-
krankungen zum Beispiel der diabetische Retinopathie, dem Makulaödem, der altersbedingten 
Makuladegeneration (AMD), die Netzhautablösung und auch der proliferativen Vitreoretino-
pathie verbunden. 
 
1.2 Die proliferative Vitreoretinopathie (PVR) 
 
Die proliferative Vitreoretinopathie (PVR) ist eine Erkrankung des Glaskörpers und der Netz-
haut, die mit einer Membranbildung im hinteren Augenabschnitt einhergeht. Sie zeigt Ähn-
lichkeiten mit der Entstehung von Narbengewebe bei physiologischen Wundheilprozessen 
(Lambert et al., 1984, Weller et al., 1990). Bei Untersuchungen an Affen wurde beschrieben, 
dass sich nach rhegmatogenen Netzhautablösungen feste Falten bilden (Laqua et al., 1975, 
Machemer et al., 1975). Charakteristisch für die Erkrankung sind ein unkontrolliertes Wachs-
tum retinaler Zellen und deren Wanderung durch die Retina in den Glaskörper, aber auch eine 
vermehrte Synthese von Proteinen der Extrazellulärmatrix durch diese Zellen. Hauptsächlich 
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sind chorioretinale Traumata, wie z.B. die rhegmatogene Netzhautablösung und chirurgische 
Eingriffe, für die Erkrankung des Auges verantwortlich. Aber auch der Diabetes mellitus und 
die Retinopathia praematurorum können an der Entstehung beteiligt sein. Im Endstadium 
kann die PVR zur Erblindung führen. 
Die PVR wird in verschiedene Grade eingeteilt (Tabelle 1): 
 
Tabelle 1: Klassifikation der PVR 
Quelle: Burk Checkliste Augenheilkunde, Georg Thieme Verlag KG 2005, Seite 263. 
 
Grad A Intraokuläre Proliferation mit Pigmentsammlung in der Glaskörpermatrix oder 
auf der inferioren Netzhautoberfläche und  Glaskörpertrübung 
Grad B Fältelung der inneren Netzhautoberfläche; Netzhautrisse mit gerollten Rädern 
oder irregulären Ecken; Netzhaut erscheint rigide; Tortuositas der retinalen Ge-
fäße; verminderte Glaskörpermobilität 
Grad C Rigide Netzhautfalten, alle Schichten betreffend; Glaskörper kondensiert, enthält 
Stränge; Ausmaß ausgedrückt in Uhrzeiten von 1-12. 
Grad C P (posterior) 
(d.h. hinter dem Äquator 
gelegen) 
Fokal, diffus oder entlang der Zirkumferenz der Netzhautfalten, subretinale 
Stränge 
Grad C A (anterior) Fokal, diffus oder entlang der Zirkumferenz ausgedehnte Netzhautfalte, subreti-
nale Stränge, anteriore Verlagerung 
 
Pathogenetisch kommt es aufgrund der Netzhautablösung, eines dadurch entstehenden Fora-
mens und der Störung der Blut-Retina-Schranke zur Einwanderung von retinalen Pigmentepi-
thelzellen in den Vitreous. Die Störung der Blut-Retina-Schranke bewirkt durch einwandern-
de humorale und zelluläre Bestandteile des Blutes eine Milieuänderung innerhalb des Glas-
körpers und des Subretinalraums. Nachgewiesen wurden neben einer signifikant erhöhten 
Konzentration an RPE-Zellen auch Müllersche Gliazellen, T-Lymphozyten, Makrophagen 
und Fibroblasten im Vitreous und in Traktionsmembranen (Hiscott et al., 1999, Bringmann et 
al. 1999, Liu et al., 1999, Limb et al., 1993, Esser et al., 1993, Weller et al., 1991).  
Im Glaskörper selbst wurden erhöhte Konzentrationen der Wachstumsfaktoren HGF (hepato-
cyte growth factor) (Mitamura et al., 2000), MCP-1 (Monozyten chemotaktisches Protein-1) 
(Mitamura et al., 2002a) und MIF (Makrophagen migrationshemmender Faktor) (Mitamura et 
al., 1999) beobachtet. Weiterhin wurden bFGF (basic fibroblast growth factor), PDGF (plate-
let derived growth factor) und  IL(Interleukin)-1ß nachgewiesen (Hueber et al., 1996, An-
drews et al., 1999, Kon et al., 1999). HGF induziert die Sekretion des Wachstumsfaktors 
VEGF (vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor) (Hollborn et al., 2004a) und ist auch als 
sogenannter Streuungs („scatter“)-Faktor bekannt (Briggs et al., 2000). 
Einleitung 
Seite | 9 
 
Aber auch Bestandteile der extrazellulären Matrix, wie Kollagen, Fibronektin, Laminin, 
Thrombospondin und Vitronektin konnten nachgewiesen werden (Esser et al., 1991, Heiden-
kummer und Kampik 1991). Die verschiedenen Wachstumsfaktoren interagieren miteinander 
und mit den retinalen Zellen.  
Im Verlauf der Erkrankung kommt es zu Veränderungen der Gen-Expression. Betroffen sind 
die Gene (z.B. c-fos [Protoonkogen] oder c-myc [Protoonkogen und Transkriptionsfaktor]), 
die die Migration, die Proliferation, den Signaltransport in der Zelle und die Bildung von Ex-
trazellulärmatrix regulieren (Hollborn et al., 2004b).  
Die RPE-Zellen sind unter physiologischen Bedingungen mitotisch inaktiv. Nach einer rheg-
matogenen Netzhautablösung treten sie wieder in den Zellzyklus ein und verteilen sich im 
Glaskörper. Durch eine erhöhte Konzentration des Wachstumsfaktors PDGF werden sie bei-
spielsweise zur Migration und Proliferation angeregt. 
In der intermediären Phase sammeln sich die RPE-Zellen zunächst am unteren Glaskörperpol 
und dehnen sich anschließend über die hintere Oberfläche des Vitreous aus. Sie bilden Mem-
branen und periretinale Stränge, die durch aktive Kontraktion der Pigmentepithelzellen zu 
einer Ablösung der Retina von ihrer Unterlage führen und diese in einer starren Falte fixieren 
können. Es kommt somit zur Bildung des typischen Erscheinungsbildes der proliferativen 
Vitreoretinopathie, einer starren, gefälteten, weiß-grauen Retina. Diese epiretinalen Membra-
nen verhindern die Wiederanlage der Retina und können auch neue Netzhautrisse und -löcher 
entstehen lassen. Verschiedene Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel VEGF, TNF (Tumor-
nekrosefaktor) (Armstrong et al., 1998; Jin et al., 2000) und PDGF (Liang et al., 2002), wur-
den in diesen Traktionsmembranen nachgewiesen. 
Therapeutisch ist eine chirurgische Intervention notwendig. Ziel der Therapie ist die Beseiti-
gung der periretinalen Traktionen durch die vitreoretinale Chirurgie. Aber auch hier ist das 
Risiko einer wiederholten traktionsbedingten Netzhautablösung infolge reaktiver Mem-
branproliferation mit ca. 40% sehr hoch (Wiedemann et al., 1986). 
 
1.3 Vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF)  
 
Das Protein VEGF wird durch eine Vielzahl von Tumorzellen, Makrophagen und Lungenepi-
thelzellen in vivo gebildet. Im menschlichen Organismus gibt es mehrere Isoformen von 
VEGF (VEGF-A bis D). Der Wachstumsfaktor wirkt mitogen auf vaskuläre Endothelzellen 
und beeinflusst zum einen die vaskuläre Durchlässigkeit, zum anderen wichtige Entwick-
lungsprozesse im Körper.  
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Während der Entwicklung der Aderhautgefäße wird VEGF von humanen retinalen Pigment-
epithelzellen exprimiert. Auch bei der Choroidgefäßentstehung spielt der Faktor eine Rolle 
(Saint-Geniez et al., 2006), und er ist ein Vermittler der Angiogenese (Kvanta et al., 1996).  
Bei der Pathoangiogenese spielt die VEGF-A-Isoform eine bedeutende Rolle (Allikmets et al., 
1999), indem VEGF an die spezifischen Rezeptoren an den Endothelzellen bindet (de Vries et 
al., 1992), die Rezeptortyrosinkinase aktiviert und damit die Proliferation der Zellen stimuliert 
(Leung et al., 1989).  
Der Faktor kann bei der proliferativen diabetischen Retinopathie (Pe`er et al., 1996)  und bei 
der proliferativen Vitreoretinopathie nachgewiesen werden (Boulton et al., 1998). Die Wir-
kung von VEGF korreliert bei der proliferativen diabetischen Retinopathie mit dem Faktor 
PlGF (Placenta growth factor) (Mitamura et al., 2002a). Durch den Einfluss des Wachstums-
faktors TGF-ß kommt es zu einer vermehrten Sekretion von VEGF (Pertovaara et al., 1994), 
während beispielsweise Dexamethason und Cyclosporin A die Sekretion verringern (Bian et 
al., 2007). 
 
1.4 Platelet-derived growth factor (PDGF) 
 
Der Wachstumsfaktor PDGF besteht aus zwei Peptidketten (PDGF-A und PDGF-B) (Bon-
thron et al., 1988; Collins et al., 1985), die durch Disulfidbrücken miteinander verbunden 
sind. Alle Isoformen von PDGF (PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB) sind biologisch aktiv. 
Hauptsächlich wird der Faktor durch Megakaryozyten synthetisiert. Die Speicherung erfolgt 
dann im Granulat der Thrombozyten. Kommt es beispielsweise durch Thrombin zu einer Ak-
tivierung von Thrombozyten, wird PDGF freigesetzt. Aber auch durch Makrophagen, Endo-
thelzellen und Fibroblasten kann PDGF gebildet werden. Charakteristisch für den Wachs-
tumsfaktor ist seine Hitzebeständigkeit und Hydrophilie.  
Der Wachstumsfaktor übernimmt vielfältige Aufgaben im Körper. Er bindet an Plasmaprotei-
ne und an Proteine der extrazellulären Matrix. Er ist ein Vasokonstriktor, regelt die T-
Zellfunktion und ist bei Erwachsenen aktiv am Wundheilungsprozess beteiligt.  
Speziell bei kultivierten humanen retinalen Pigmentepithelzellen stimuliert er die Proliferation 
(Deuel et al., 1984). Die humanen RPE-Zellen sezernieren ebenfalls PDGF und besitzen eige-
ne PDGF-Rezeptoren (Campochiaro et al., 1994).  
Der Wachstumsfaktor ist verantwortlich für fibrovaskuläre Erkrankungen am Auge (Nagineni 
et al., 2005) und ist durch die Aktivierung intrazellulärer Signalwege (MAPK [Mitogen-
aktivierte-Protein-Kinasen] und PI3K [Phosphatidylinositol 3-kinase]) an der Entstehung der 
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proliferativen Vitreoretinopathie beteiligt (Bando et al., 2006). TGF-ß wirkt PDGF entgegen, 
die Kombination beider Faktoren schwächt die mitogene Wirkung von PDGF deutlich ab 
(Kaven et al., 2000).  
 
1.5 Transforming growth factor-ß (TGF-ß) 
 
Der Wachstumsfaktor TGF-ß ist ein Polypeptid, das von einer Vielzahl von Zellen (z.B. im 
Milz- und Knochengewebe, in Makrophagen, Lymphozyten, Endothelzellen und Keratinozy-
ten) synthetisiert werden kann. Von den fünf vorhandenen Isoformen ist TGF-ß1 die am häu-
figsten vorkommende. Er wird als Precursor-Komplex – bestehend aus TGF-ß1, LAP („La-
tency associated protein“) und LTBP („latent transforming growth factor-ß binding protein“) 
– gebildet und durch Proteolyse aktiviert. TGF-ß bildet eine durch zwei Disulfidbrückenbin-
dungen zusammengehaltene, homodimere Struktur, die aus 112 Aminosäuren besteht.  
Positiv wird die Synthese von TGF-ß durch Steroide, Retinoide, Lymphozyten und verschie-
dene Wachstumsfaktoren beeinflusst, inhibierend wirken zum Beispiel Dexamethason, Cal-
cium und Retinoide.  
Die TGF-ß1- und TGF-ß2-Isoformen sind die am häufigsten vertretenen TGF-ß-Isoformen im 
Auge und speziell in der Retina (Guerin et al., 2001). Die retinalen Pigmentepithelzellen sind 
in der Lage, die TGF-ß1- und TGF-ß2-Gene zu exprimieren (Tanihara et al., 1993). 
TGF-ß regt die RPE-Zellen zur Produktion von PDGF an, welches dann wieder auf die 
PDGF-Rezeptoren von Fibroblasten und Mesenchymzellen wirkt. Dieser Prozess kann als 
Beginn der fibrovaskulären Veränderungen am Auge gesehen werden (Nagineni et al., 2005). 
Die zellbiologischen Effekte von TGF-ß sind vielfältig. Der Wachstumsfaktor hat Einfluss auf 
die Zelldifferenzierung, die Proliferation, die Migration und die Matrixsynthese. Während des 
Wundheilungsprozesses steigert endogenes TGF-ß die Zellmigration des Corneaepithels (Sai-
ka et al., 2004). 
TGF-ß ist einer der Faktoren, der durch die Aktivierung des p38MAPK-Signalwegs den Hei-
lungsprozess des Corneaepithels reguliert (Saika et al., 2004). Die mRNA-Expression von 
Collagen 1A1 und Collagen 1A2 und die Collagen Typ1-Synthese werden ebenfalls durch 
den Wachstumsfaktor (Isoform TGF-ß2) aktiviert (Kimoto et al., 2004). Damit hat der Faktor 
einen Einfluss auf die Kollagen I-Produktion der retinalen Pigmentepithelzellen. Zudem be-
sitzt er eine wichtige Induktorenfunktion bei der VEGF-Sekretion (Nagineni et al., 2003).  
Die klinische Bedeutung von TGF-ß liegt in seiner Beteiligung an der Wund- und Knochen-
heilung. Ebenfalls wird ihm ein angiogenetischer Effekt zugeschrieben (Pertovaara et al., 
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1994). Aufgrund dieser Tatsache hat der Wachstumsfaktor eine Bedeutung für viele Augen-
erkrankungen (Tanihara et al., 1993).  
Eine hohe Konzentration des Faktors kann für eine proliferative Vitreopathie (Tanihara et al., 
1993; Kimoto et al., 2004) oder eine diabetische Retinopathie sprechen (Hollborn et al., 
2005). 
 
1.6 Bone morphogenetic protein-4 (BMP-4) 
 
Die bone morphogenetic proteins gehören zur TGF-ß-Familie. Der Faktor BMP-4 kann aus 
demineralisierten Knochen oder Sarkomazellen gewonnen werden. Er besteht, ähnlich wie 
TGF-ß, aus einer homologen Aminosäurensequenz. 
Noch vor der Knochenbildung spielt er eine Rolle bei der Differenzierung von Mesenchym-
zellen in Chondrozyten und Osteoblasten. Auch an der embryonalen Entwicklung des zentra-
len Nervensystems ist der Faktor beteiligt. 
Bei den retinalen Pigmentepithelzellen und in der Retina wirkt sich BMP-4 negativ auf das 
Wachstum der Gewebe aus. Er ist notwendig, um eine überschießende Wundheilung zu ver-
hindern. Bei Verletzung der Gewebe wird die Synthese des BMP-4 herunterreguliert, somit 
kann es zur Aktivierung von Reparaturmechanismen kommen (Mathura et al., 2000).  
Auch die pathologische Angiogenese der diabetischen Retinopathie wird durch BMP-4 beein-
flusst, indem der Faktor die VEGF-Sekretion der retinalen Pigmentepithelzellen stimuliert 
(Vogt et al., 2006). 
 
1.7 Placenta growth factor (PlGF) 
 
Der Wachstumsfaktor PlGF ist ein durch Disulfidbrücken verbundenes Dimer und besteht aus 
149 Aminosäuren. PlGF hat einen stimulierenden Einfluss auf die Proliferation von Endothel-
zellen und unterstützt die Angiogenese. 
Der Wachstumsfaktor TGF-ß induziert die PlGF-Gen-Expression und bewirkt damit eine er-
höhte Produktion von PlGF in den retinalen Pigmentepithelzellen (Hollborn et al., 2006). Zu-
sammen mit VEGF ist der Faktor verantwortlich für choroidale Neovaskularisation (Radic et 
al., 2003). Auch wurde ein regulierender Einfluss auf die inter- und intramolekularen Interak-
tionen zwischen den VEGF-Rezeptortyrosinkinasen Flt 1 und Flk 1 (Autiero et al., 2003) er-
mittelt. Ähnlich wie VEGF stimuliert PlGF die Angiogenese und ist ebenfalls an der prolife-
rativen diabetischen Retinopathie beteiligt (Mitamura et al., 2002b). Bei Patienten mit einer 
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aktiven proliferativen diabetischen Retinopathie (PDR) wurden deutlich höhere Konzentratio-
nen an PlGF im Vitreous nachgewiesen als bei Patienten mit einer inaktiven PDR (Mitamura 




Kollagen ist das im menschlichen Körper am häufigsten vorkommende Protein. Es besteht aus 
Fibrillen und Primärfilamenten und zeichnet sich durch eine starke Zugfestigkeit aus. 
Im Auge finden sich verschiedene Kollagenformen. So enthält der Vitreous Kollagen Typ II, 
die Linsenkapsel Kollagen Typ IV, die Sklera Kollagen Typ I, die Basalmembran Kollagen 
Typ IV. Wichtige Bestandteile der epiretinalen Traktionsmembran bei der proliferativen Vi-
treoretinopathie sind zelluläre Komponenten der extrazellulären Matrix. Heidenkummer et al. 
(1991) und Esser et al. (1991) konnten Kollagene, Fibronektin, Laminin, Vitronektin und 
Thrombospondin nachweisen. Zwischen diesen extrazellulären Materialien wurden verschie-
dene Interaktionen sichtbar gemacht. So bindet Fibronektin mit einer hohen Affinität an Kol-
lagen des Typs II und an die Hyaluronsäure des Glaskörpers. Laminin hat eine hohe Affinität 
zum Kollagen IV der Basalmembran.  
Retinale Pigmentepithelzellen besitzen die Fähigkeit, extrazelluläres Material eigenständig zu 
produzieren (Campochiaro et al., 1986). Es konnten Kollagen I, III und IV, Fibronektin und 
Laminin nachgewiesen werden (Campochiaro et al., 1986). Es konnte gezeigt werden, dass 
Vitreous und Serum zusammen die Proliferation der Pigmentepithelzellen stimulieren (Marti-
ni et al., 1992) und damit Einfluss auf die Kollagenproduktion nehmen.  
Aufgabenstellung 




Wachstumsfaktoren spielen eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung und beim Fortschrei-
ten verschiedener Augenerkrankungen, an denen auch das retinale Pigmentepithel (RPE) 
funktionell beteiligt ist. Beispiele dafür sind die proliferative Vitreoretinopathie (Kaven et al., 
2000) oder die pathologische Angiogenese (Radic et al., 2003). Jedoch ist wenig über das 
Zusammenspiel verschiedener Wachstumsfaktoren und die sich daraus ergebenen Verände-
rungen auf die zellulären und funktionellen Eigenschaften der RPE-Zellen bekannt. Deshalb 
sollte der Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren und deren Kombination mit PDGF auf 
das Proliferations- und Migrationsverhalten sowie die Expression extrazellulärer Matrixpro-
teine bei RPE-Zellen ermittelt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wirkung bereits 
bekannter, direkt mit der Entstehung einer PVR verbundener Wachstumsfaktoren auf die 
Eigenschaften der RPE-Zellen untersucht. In die Untersuchungen einbezogen waren daneben 
auch neue Faktoren, deren veränderte Expression durch eine Gen-Expressionsanalyse mit 
Probenmaterial aus PVR-Netzhäuten identifiziert wurden (BMP-4, PTN [Pleiotrophin], 
PlGF).  
Der vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) ist bei pathologischen Veränderungen 
in der Netzhaut ebenfalls von maßgeblicher Bedeutung, so dass die Sekretion von VEGF 
durch stimulierte RPE-Zellen ebenfalls Gegenstand der Arbeit ist.  
Im Einzelnen wurden folgende Fragen untersucht: 
 
1. Beeinflussen Wachstumsfaktoren bzw. deren Kombinationen die mitogenen bzw. mo-
togenen Eigenschaften der RPE-Zellen? 
2. Welchen Einfluss hat die Stimulation der RPE-Zellen mit verschiedenen Wachstums-
faktoren bzw. deren Kombinationen auf die VEGF-Sekretion dieser Zellen? 
3. Inwieweit haben die verschiedenen Faktoren Einfluss auf die Aktivierung intrazellulä-
rer Signalwege? 
4. Welche Wirkungen zeigen Wachstumsfaktoren bzw. deren Kombinationen auf die 
Expression der mRNA von verschiedenen Kollagentypen? 
 
3. Materialien und Methoden 
3.1 Materialien 
3.1.1 Chemikalien, Geräte und sonstige Materialien 
 
In den folgenden Tabellen 2 bis 4 sind die verwendeten Chemikalien, Geräte und sonstigen 
Materialien mit den jeweiligen Herstellern aufgeführt. 
 
Tabelle 2: Chemikalien 
Chemikalien Hersteller 
0,2 N Phosphatpuffer Zentralapotheke der Universität Leipzig, 
Deutschland 
Acrylamid-Bisacrylamid Solution (37,5 : 1) SERVA, Heidelberg, Deutschland  
Advanced Protein Assay Reagent Cytoskeleton, Denver, USA 
Agarose Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Ammoniumpersulfat Roth, Karlsruhe, Deutschland 
BCIP  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Borsäure Roth Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Dimethyldicarbonate (0,1 % Lösung)  Fluka, Buchs, Schweiz 
DMF Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
DMSO Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
DNAse I, RNase-free Roche Diagnostics GmbH Mannheim, 
Deutschland 
EDTA Bio-Rad, München, Deutschland 
Ethanol J.T.Baker, Deventer, Holland 
Ethidiumbromid Lösung (10 mg/ml) Bio-Rad, München, Deutschland 
Fibronektin Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
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Fixierlösung nach Karnowsky Zentralapotheke der Universität Leipzig, 
Deutschland 
Gelatine Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Glycerol Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Glycin Roth, Karlsruhe, Deutschland 
H2O2 (30 %) Fluka, Buchs, Schweiz 
Hämatoxylin Dr. K. Hollborn & Söhne, Leipzig, Deutsch-
land 
HBSS-Puffer Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
HEPES Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Loading Dye Solution Fermentas Fermentas, St-Leon-Rot, Deutschland 
Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Methanol Roth, Karlsruhe, Deutschland 
MgCl2 x 6 H2O  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
NaCl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
NBT (Nitrotetrazoliumblau)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
PBS-Puffer Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Phosphatase Inhibitor Cocktail Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Protease Inhibitor Cocktail  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Protein Assay Standard II Bio-Rad, München, Deutschland 
Roti-Block Lösung Roth, Karlsruhe, Deutschland 
SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfat) Roth, Karlsruhe, Deutschland 
TEMED Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Tris Base Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Trypanblau (0,05 %) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Trypsin-EDTA Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Tween 20  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Deutschland 
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Tabelle 3: Geräte 
Geräte Hersteller 
ELISA-Reader, Spectra Max 250 Molecular Devices GmbH, Germany 
Fluor-S™ Multimager  BioRad, München, Deutschland 
GS-15R Zentrifuge Beckman, Krefeld, Deutschland 
Microfuge R Beckman, Krefeld, Deutschland 
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena, Deutschland 
Mini Protean II  BioRad, München, Deutschland 
MyIQ, Single Color Real-Time PCR  BioRad, München, Deutschland 
Netzplatte D=26 Zeiss, Jena, Deutschland 
Neubauer Zählkammer Blau Brand, Germany 
PTC-200, Peltier-Thermal Cycler  Biozym Diagnostik, Oldendorf, Deutschland 
Quartz-Küvette Pharmacia 
Sicherheitswerkbank, Class II  Zapf Instruments, Sarstedt, Deutschland 
Spectrophotometer Gene Quantpro Pharmacia 
STERI-CULT 200 FORMA Scientific, Ohio, USA 
Sub-Cell®, GT  BioRad, München, Deutschland 
Taumler Polymax 1040T Heidolph, Deutschland 
Waage BP 2100 SARTORIUS AG, Göttingen, Deutschland 
Wasserbad Werner GmbH, Leipzig, Deutschland 
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Tabelle 4: Sonstige Materialien 
Sonstige Materialien Hersteller 
6-well Platten mit Deckel (steril) Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
96-well Flachboden Platte mit Deckel  
(steril) 
Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Blotting Papier Schleicher & Schüll, Dassel, Deutschland 
Companion-Platten (24 wells) Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Multi“96 well“ PCR Tubes Peqlab, Erlangen, Deutschland 
Optical Tape BioRad, München, Deutschland 
Polypropylene Tube, 5, 15, 50 ml Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
PVDF-Membran , Millipore Immobilon P  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Reaktionsgefäße (Microtubes) 0,5 ml/1,5 ml  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 




Während der Experimente wurden die in der Tabelle 5 genannten Medien und Zusätze ver-
wendet.  
 
Tabelle 5: Medien 
Medien Hersteller 
F10(Ham), Nutrient Mixture + GlutaMAX Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
FKS (Fetales Kälberserum) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Penicillin/Streptomycin Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
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Bei den Experimenten wurden die in der Tabelle 6 genannten Kits eingesetzt. 
 
Tabelle 6: Kits 
Kits Hersteller 
RNeasy®MiniKit  Qiagen, Hilden, Deutschland 
First Strand cDNA Synthesis Kit, Revert-
Aid™H Minus  
Fermentas St-Leon-Rot, Deutschland 
QuantiTect™SYBR®Green PCR Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
Quantikine® human VEGF Immunoassay R&D GmbH, Wiesbaden, Deutschland 
Quantikine® human TGF-ß2 Immunoassay R&D GmbH, Wiesbaden, Deutschland 
Cell Proliferation ELISA; BrdU Roche Diagnostics, Mannheim, Deutsch-
land 




Tabelle 7: Längenstandards 
Längenstandards Hersteller 
DNA-Längenstandard 100 bp DNA-ladder Fermentas, St-Leon-Rot, Deutschland 




Die Primer wurden von MWG Biotech Ebersberg in Deutschland hergestellt. 
 
Humane GAPDH 
 sense 5`- GCA GGG GGG AGC CAA  AAG GGT- 3` 
 antisense 5`- TGG GTG GCA GTG ATG GCA TGG- 3` 
Die Sequenz der mRNA für hGAPDH hat die Accession-Nummer XM_006959. 
Die Größe des zu erwartenden PCR-Produkts beträgt 219 bp. 
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Humanes Kollagen 1 alpha 1 
 sense  5`- ACG TCC TGG TGA AGT TGG TC- 3` 
 antisense 5`- ACC AGG GAA GCC TCT CTC TC- 3` 
Die Sequenz der mRNA für humanes Kollagen I alpha 1 hat die Accession-Nummer 
NM_000088. Die Größe des zu erwartenden PCR-Produkts beträgt 172 bp. 
 
Humanes Kollagen 3 alpha 1       
 sense  5`- GGG AAC AAC TTG ATG GTG CT- 3` 
 antisense 5`- CCT CCT TCA ACA GCT TCC TG- 3` 
Die Sequenz der mRNA für humanes Kollagen III alpha 1 hat die Accession-Nummer 
NM_000090. Die Größe des zu erwartenden PCR-Produkts beträgt 173 bp. 
 
Humanes Kollagen 4 alpha 1        
 sense  5`- TGG TCC AAG AGG ATT TCC AG- 3` 
 antisense 5`- TCA TTG CCT TGC ACG TAG AG- 3` 
Die Sequenz der mRNA für humanes Kollagen IV alpha 1 hat die Accession-Nummer 
NM_001845. Die Größe des zu erwartenden PCR-Produkts beträgt 192 bp. 
 
3.1.6 Wachstumsfaktoren 
Tabelle 8: Wachstumsfaktoren 
Wachstumsfaktor Hersteller 
PDGF R&D Systems Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 
BMP-4 R&D Systems Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 
HB-EGF R&D Systems Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 
bFGF R&D Systems Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 
PTN R&D Systems Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 
PlGF RELIATech GmbH, Braunschweig, Deutschland 
TGF-ß1 R&D Systems Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 
TGF-ß2 R&D Systems Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 
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Folgende Antikörper wurden beim Western-Blot verwendet: 
 
Tabelle 9: Antikörper 
Antikörper Hersteller 
rabbit anti-human p42/44 MAPKinase  New England Biolabs, Frankfurt/Main, 
Deutschland 
rabbit anti-human phospho-p42/44 MAP-
Kinase 
New England Biolabs, Frankfurt/Main, 
Deutschland 
rabbit anti-human Akt New England Biolabs, Frankfurt/Main, 
Deutschland 
rabbit anti-human phospho-Akt New England Biolabs, Frankfurt/Main, 
Deutschland 
rabbit anti-human p38 MAPKinase New England Biolabs, Frankfurt/Main, 
Deutschland 
rabbit anti-human phospho-p38 MAPKinase New England Biolabs, Frankfurt/Main, 
Deutschland 
Goat x Rbt (rabbit) IgG Chemicon, Hampshire, Großbritannien 
 
3.2 Methoden 
3.2.1 Zellbiologische Methoden 
 
Die Ethikkommission der Universität Leipzig genehmigte für die Untersuchungen die Ver-
wendung humaner Zellen. In den Experimenten wurde mit humanen retinalen Pigmentepi-
thelzellen (RPE-Zellen) gearbeitet, die aus Augen von Hornhautspendern isoliert wurden. Die 
Arbeiten mit den Zellen erfolgten unter sterilen Bedingungen (Sicherheitswerkbank), mit ste-
rilen Arbeitsmaterialien, Lösungen und Medien. Für die Versuche wurden RPE-Zellen der 




Die humanen RPE-Zellen wurden im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % Luftfeuchtig-
keit in Zellkulturflaschen im Medium F-10 plus 10 % fetalen Kälberserum (FKS) sowie Peni-
cillin und Streptomycin kultiviert. Eine regelmäßige Kontrolle des Wachstums erfolgte unter 
dem Mikroskop. Bei Bedarf wurde das Medium gewechselt.  
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Nachdem die Zellen konfluent waren, konnten sie für die Experimente eingesetzt werden. 
Dafür wurde das Medium aus den Zellkulturflaschen abgesaugt, und die Zellen wurden mit 10 
ml PBS gewaschen. Danach wurden 3 ml Trypsin-EDTA Lösung auf die Zellen gegeben. 
Dabei musste beachtet werden, die Zellen nicht zu lange mit der Trypsin-EDTA-Lösung zu 
inkubieren, da längere Einwirkzeiten die Lebensfähigkeit der Zellen irreversibel schädigen 
können.  
Während der Inkubation im Brutschrank wurde das Fortschreiten der Ablösung der Zellen 
sporadisch unter dem Phasenkontrastmikroskop beobachtet. Je nach Ablösungsgrad der Zel-
len variierte die Inkubationszeit zwischen drei und zehn Minuten. Die Enzymreaktion wurde 
durch Zugabe von 15 ml Medium F-10 mit 10 % FKS gestoppt und der gesamte Zellkulturfla-
scheninhalt in ein 50 ml-Röhrchen transferiert.  
Nach diesem Schritt erfolgte bei 1500 rpm eine fünfminütige Zentrifugation (GS-15R Zentri-
fuge). Anschließend wurde der Überstand abgesaugt, und die Zellen wurden in 2 ml Medium 
suspendiert. Dann wurden 20 µl Zellsuspension mit 20 µl 0,05 % Trypanblau-Lösung ge-
mischt und die Zellzahl mittels Neubauer Zählkammer bestimmt. 
 
3.2.1.2 Bestimmung der Proliferationsrate 
 
Bromdesoxyuridin (BrdU) ist ein Thymidinanaloga und wird eingesetzt, um DNA-
Syntheseraten zu ermitteln. Je länger die Inkubationszeit in Anwesenheit von BrdU ist, desto 
größer sind auch die Menge des eingebauten BrdU und die Sensitivität. 
Die Bestimmung der Proliferationsraten wurden mit dem Cell Proliferation ELISA, BrdU 
(colorimetric) durchgeführt. Dafür wurden 3x103 Zellen in 100 µl F-10 plus 10 % FKS pro 
Vertiefung einer 96-well Platte eingesät. Nach Erreichen einer Konfluenz von 80 bis 90 % 
wurden die Zellen fünf Stunden synchronisiert, indem das Komplettmedium gegen 100 µl 
Medium F-10 ohne FKS gewechselt wurde. Zur Ermittlung der Dosis-Wirkungsabhängigkeit 
wurden die RPE-Zellen mit Medium, das die Testsubstanzen (0,01 bis 100 ng/ml) enthielt, für 
20 Stunden im Inkubator stimuliert. Die unbehandelten Kontrollen wurden ohne Zusatz von 
den Testsubstanzen im Medium inkubiert. Anschließend wurden 10 µl BrdU-Lösung (10 
mM) pro well hinzupipettiert und für weitere fünf Stunden bei 37 °C inkubiert.  
Im nächsten Schritt wurde das Medium abgesaugt und die Zellen durch Zugabe von 100 µl 
FixDenat Lösung/well für 30 Minuten bei 15 bis 25 °C fixiert. Die Fixierungslösung wurde 
entfernt. In jede Kavität wurden 50 µl Anti-BrdU-POD-Lösung (Antikörper-Konjugat-
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Lösung, 1:200 verdünnt in Medium A [100 ml HBSS plus Mg2+, Ca2+, 10 ml FKS, 1 ml HE-
PES-Puffer 1 M], 1 ml Pen/Strep) pipettiert.  
Die Zellkulturplatten wurden weitere drei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ent-
fernen der Antikörper-Konjugat-Lösung wurde die Platte dreimal mit 200 bis 300 µl PBS pro 
Vertiefung gewaschen. 
Im letzten Schritt wurden 100 µl Substratlösung (TMB) pro Vertiefung pipettiert und die Plat-
te für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 25 µl Stopplösung (1 M 
H2SO4) pro well und einer einminütigen Inkubation auf dem Taumler (Taumler Polymax 




Die Zellkultur-Inserts wurden mit einer Fibronektin/Gelatine-Lösung (50 µg/ml Fibronektin 
und 1 mg/ml Gelatine) beschichtet und über Nacht im Kühlschrank belassen. Anschließend 
wurde die Fibronektin/Gelatine-Lösung abgesaugt. Die Inserts wurden für ca. zwei Stunden in 
der Sicherheitswerkbank getrocknet. Zur Durchführung der Migrationsexperimente wurden 
die benötigten Inserts in 24-well Companion-Platten eingehängt.   
In jedes Insert wurde 100 µl Zellsuspension (5x105 Zellen/ml in F10+ 0,5 % FKS) pipettiert. 
Nach 16 Stunden Inkubation (zum Anheften der Zellen) wurden in jede Vertiefung der 24-
well Platte 800 µl Medium mit den entsprechenden Testsubstanzen pipettiert. Die unbehan-
delten Kontrollen wurden ohne die Testsubstanzen im Medium inkubiert. Nach weiteren 
sechs Stunden im Inkubator wurde das Medium vollständig (oben und unten) abgesaugt.  
Danach erfolgte die Fixierung der Zellen mit Karnowsky-Lösung (im Verhältnis 1:2 verdünnt 
mit 0,2 N Phosphatpuffer). In jede Vertiefung wurden 800 µl der Fixierlösung, in die Inserts 
100 µl hinzugegeben und 45 Minuten bei Raumtemperatur belassen. Anschließend wurde die 
Fixierlösung abgesaugt und durch PBS ersetzt.  
Im nächsten Schritt mussten die migrierten Zellen von den nicht-migrierten getrennt werden. 
Dazu wurde die Membran der Inserts innen mit einer Pipettenspitze ausgekratzt und anschlie-
ßend mit einem Wattestäbchen geputzt. Mehrfache Spülungen mit PBS und destilliertem 
Wasser waren notwendig. Die Unterseite der Membran sollte nicht berührt werden, da sich 
dort auch gewanderte Zellen befinden können.  
Die Zellen wurden für 45 Minuten in einer separaten Companion-Platte mit Hämatoxylin-
Lösung gefärbt. Die Inserts mussten vollständig mit der Farbe benetzt sein. Im nächsten 
Schritt wurden die Inserts mit Wasser gespült und in die ursprüngliche Platte, deren Kavitäten 
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mit 800 µl PBS gefüllt waren, eingesetzt. Danach erfolgte unter dem Mikroskop mit Hilfe 
eines Zählnetzes im Okular (Netzplatte D=26) bei zweihundertfacher Vergrößerung die Aus-
zählung der migrierten Zellen. Pro Insert wurden fünf Gesichtsfelder ausgezählt.  
 
3.2.2 Immunologische Methoden 
3.2.2.1 Enzyme-linked Immunsorbent Assay (ELISA) 
 
Beim Sandwich-ELISA werden zwei Antikörper verwendet, die spezifisch an das Antigen 
binden. Der erste Antikörper ist an einer festen Phase (z.B. Mikrotiterplatten) gebunden. Die 
Probe mit dem Antigen wird hinzugegeben und für eine bestimmte Zeit inkubiert. Nach einem 
Waschvorgang wird der zweite Antikörper hinzugefügt. Dieser ist mit einem spezifischen 
Enzym gekoppelt und bindet ebenfalls an das Antigen. Es entsteht ein Antikörper-Antigen-
Antikörper-Komplex. Nach einem Waschvorgang, bei dem die nicht gebundenen Antikörper 
entfernt werden, wird das Farbstoff-Substrat hinzugefügt.  
Zwischen dem Enzym des zweiten Antikörpers und dem Farbstoff-Substrat kommt es zu einer 
chemischen Farbreaktion, deren Stärke mit dem Photometer gemessen werden kann. Die In-
tensität der Färbung der Probe ist proportional zur Konzentration des Antigens. Um eine 
quantitative Bestimmung des Antigens durchführen zu können, erfolgt ein Abgleich mit 
einem Standard über die Erstellung einer Eichkurve.  
In einer 96-well Platte wurden pro Vertiefung 100 µl der 3x103 Zellen/ml Suspension eingesät 
und inkubiert, bis eine Konfluenz von 80 bis 90 % erreicht war. Das Medium wurde dann 
gegen Medium ohne FKS ersetzt, und die Zellen wurden weitere 16 Stunden  inkubiert. An-
schließend erfolgte ein weiterer Medienwechsel gegen Medium mit 0,5 % FKS, das die ent-
sprechenden Testsubstanzen enthielt. Dabei wurden jeweils drei Kavitäten mit derselben Test-
substanz-Lösung befüllt. Die Zellen wurden sechs Stunden inkubiert. Danach wurden die 
Überstände gesammelt, wobei die drei Überstände derselben Testsubstanz gepoolt wurden. 
Die Kontrolle wurde mit Medium ohne Testsubstanzen inkubiert.  
Zur Durchführung des VEGF-ELISA wurden 200 µl Überstand, für den TGF-ß2 ELISA 125 
µl Überstand eingesetzt. Beim TGF-ß2 ELISA war es nötig, die Proben vorher zu aktivieren. 
Dafür wurden zu 125 µl gepooltem Kulturüberstand 25 µl 1 N HCl zugegeben, alles wurde 
gut gemischt und zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden 25 µl 
1,2 N NaOH/0,5 M HEPES hinzupipettiert, wiederum gut gemischt und im letzten Schritt 800 
µl Verdünnungslösung (RD5l) zugegeben.  
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In die Berechnung der Ergebnisse musste ein Verdünnungsfaktor von 7,8 einbezogen werden. 
Der Ablauf des ELISA für TGF-ß1 entspricht dem von TGF-ß2. Auch der Faktor TGF-ß1 
muss vor dem Beginn des ELISA aktiviert werden.  
Entsprechend der Anleitung des Herstellers wurden die ELISAs wie folgt durchgeführt: Vor 
Beginn des Experiments wurden alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht. 
 
Vorbereitung der Reagenzien: 
 
Waschlösung: 20 ml konzentrierten Waschpuffers wurden mit 480 ml destilliertem 
Wasser verdünnt. 
 
Substratlösung: Die Farbreagenzien A und B wurden kurz vor der Verwendung zu glei-
chen Teilen miteinander vermischt und im Dunkeln aufbewahrt.  
 
VEGF-Standard: Der VEGF-Standard wurde in 1 ml Verdünnungslösung (Calibrator 
Diluent RD5K) aufgelöst. Der Standard hatte in dieser Stammlösung 
eine Konzentration von 2000 pg/ml. Von dieser Stammlösung wurde 
eine Verdünnungsreihe hergestellt. 
 
TGF-ß2-Standard: Der TGF-ß2-Standard wurde in 2 ml Verdünnungslösung (Calibrator 
Diluent RD5l) aufgelöst. Der Standard hatte in dieser Stammlösung 
eine Konzentration von 2000 pg/ml. Von dieser Stammlösung wurde 
eine Verdünnungsreihe hergestellt. 
 
In die 96-well Mikrotiterplatte des jeweiligen Kits wurde in jede Vertiefung Verdünnungslö-
sung RDW1 (VEGF-ELISA) oder RD1-17 (TGF-ß2-ELISA) pipettiert. 200 µl Standardpro-
ben bzw. 200 µl (VEGF-ELISA) bzw. 100 µl (TGF-ß2-ELISA) der zu analysierenden Kul-
turüberstände wurden hinzugefügt und zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schließend wurde die Flüssigkeit verworfen, und die Vertiefungen wurden dreimal mit 400 µl 
Waschlösung gewaschen. Danach wurden 200 µl des Antikörper-Konjugats pro Kavität in die 
Proben pipettiert und für zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren 
Waschschritt wurden 100 µl Substrat-Lösung zu jeder Vertiefung gegeben.  
Nach einer zwanzigminütigen Inkubation im Dunkeln wurden 50 µl Stopplösung auf die Pro-
ben pipettiert und die Absorption bei 450 nm im ELISA-Reader gemessen. Die gesuchte 
Antigen-Konzentration konnte durch den Vergleich mit einer bekannten Antigen-
Konzentration (Antigen-Standard) bestimmt werden. 
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Beim Western-Blot werden Proteine oder deren Aktivierungszustand nachgewiesen. Dafür 
wird ein Proteingemisch nach elektrophoretischer Auftrennung auf eine Trägermembran 
transferiert und anschließend durch spezifische Antikörper (Immunoblotting) in einer Anti-
gen-Antikörper-Reaktion nachgewiesen. 
 
3.2.2.2.1 Herstellung von Proteinextrakt aus RPE-Zellen 
 
Vor der Herstellung des Proteinextrakts erfolgte die Stimulation der humanen RPE-Zellen in 
6-well Platten. Dafür wurden 5x105 Zellen in 1,5 ml Medium (F-10 + 10 % FKS) eingesät. 
Sobald eine Konfluenz von 80 bis 90 % erreicht war, wurde die Kultur synchronisiert. Die 
Zellen wurden über Nacht im Inkubator belassen. Am nächsten Tag wurde das FKS-freie Me-
dium gegen das Medium mit den Testsubstanzen ersetzt. In die unbehandelten Kontrollen 
wurden keine Testsubstanzen hinzugefügt. Nach zehn Minuten wurde das Medium abgesaugt 
und die RPE-Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Anschließend wurden 150 µl 
Lyse-Lösung auf die Zellen pipettiert. 
 
Lyse-Lösung (1 ml):  
5x Puffer (Tris-EDTA) 200 µl 
5x NaCl 200µl 
5x SDS (Lauryl Sulfate) 100 µl 
5x DOC (deoxycholic acid) 200 µl 
5x Igepal CA 630 200 µl 
PBS 100 µl 
Protease Inhibitor Cocktail    10 µl 
Phosphatase Inhibitor Cocktail   10 µl 
PMSF      5 µl 
 
Danach wurde die Platte fünf Minuten bei 2 bis 8 °C schwenkend inkubiert. Alle weiteren 
Versuchsschritte erfolgten auf dem Eisbett. Die Kavitäten wurden mit einer Pipette ausge-
schabt, das Lysat in 1,5 ml Reaktionsgefäßen gesammelt.  
Um die Zelltrümmer zu pelletieren, wurden die Lysate im nächsten Schritt 15 Minuten bei 
15.000 rpm zentrifugiert. Die Überstände wurden in frische Reaktionsgefäße pipettiert. Mit 
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Die gereinigten Glasplatten wurden mit zwei Abstandshaltern in die Gelgießapparatur einge-
spannt, das Trenngel vorbereitet und zwischen die Glasplatten gegossen, so dass zwei Drittel 
der Gesamthöhe zwischen den Platten ausgefüllt waren. Das restliche Drittel wurde mit Was-
ser aufgefüllt. Nach der Polymerisation wurde das Wasser über dem Trenngel entfernt und 
das Sammelgel zwischen die Platten gegossen. Das Sammelgel wurde bis zur Oberkante der 
Platte eingefüllt und ein Kamm zur Ausbildung der Auftragstaschen eingesetzt. Nach etwa 
einer Stunde Polymerisation bei Raumtemperatur wurden die Gelplatten in die Elektrophore-
sekammer eingespannt. Die Kammer wurde mit Elektrodenpuffer befüllt, die Kämme entfernt 
und die Auftragstaschen mit Puffer gespült. 
Die Proben wurden im Verhältnis 4:1 mit SDS-Inkubationspuffer gemischt und zehn Minuten 
bei 100 °C gekocht. Nach dem Auftragen der Proben auf das Gel wurde die Elektrophorese 
mit konstanter Spannung von 150 Volt für etwa zehn Minuten gestartet. Danach wurde die 
Spannung auf 200 Volt erhöht. Die Elektrophorese war nach etwa 45 Minuten beendet. 
 
Sammelgelpuffer (0,5 M Tris-HCL pH 6,8): 
Tris Base     15 g 
dest. H2O 100 ml 
1 N HCl 120 ml 
 
pH 6,8 kontrollieren und auf 250 ml auffüllen  
 
Trenngelpuffer (1,5M Tris-HCL pH 8,8): 
Tris-Base   45,38 g 
dest. H2O     100 ml  
1 N HCl        60 ml 
 
pH 8,8 kontrollieren und auf 250 ml auffüllen 
 
Ammoniumpersulfat:  10 % (w/v) in destilliertem Wasser; stets frisch herstellen 
SDS:    10 % (w/v) in destilliertem Wasser 
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Sammelgellösung 4 %: 
Acrylamid-Bisacrylamid 0,64 ml 
Sammelgelpuffer 1,25 ml 
dest. H2O 3,05 ml 
10 %  SDS 0,05 ml 
TEMED 0,006 ml 
10 % Amoniumpersulfat 0,025 ml 
 
Trenngellösung (10 %): 
Acrylamid-Bisacrylamid 3,33 ml 
Trenngelpuffer 2,50 ml 
dest. H2O 4,03 ml 
10 % SDS 0,10 ml 
TEMED 0,01 ml 
10 % Ammoniumpersulfat  0,05 ml 
 
Elektrodenpuffer : 
Tris Base (25 mM) 3,0 g 
SDS (0,1 %) 1,0 g 
Glycin (192 mM) 14,4 g 
 
in einem Liter destilliertem Wasser lösen (pH 8,8) 
 
SDS-Inkubationspuffer : 
Sammelgelpuffer 1,75 ml 
Glycerin 1,50 ml  
10 % SDS 5,00 ml 
Mercaptoethanol 0,50 ml 
gesättigte Bromphenolblaulösung 1,25 ml 
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3.2.2.2.3 Durchführung des Western-Blots 
 
Folgende Lösungen wurden für den Western-Blot benötigt: 
 
Transferpuffer: 
Tris-Base (25 mM) 1,45 g  
Glycin (192 mM)  7,20 g 
Methanol (20 % v/v)  200 ml 
 
in einem Liter destilliertem Wasser lösen (pH ca. 8,5) 
 
TBS-Puffer: 
Tris-Base (50 mM) 6,05 g 
NaCl (150 mM)  8,76 g 
 








Blockierungslösung: Roti-Block 1:10 verdünnt in TBST-Puffer 
Verdünnungslösung für die Antikörper: Roti-Block 1:100 verdünnt in TBST-Puffer 
 
AP-Puffer: 
Tris-Base (100 mM) 6,050 g 
NaCl (100 mM) 3,000 g 
MgCl2 × 6 H2O 0,508 g  
 
pH 9,5 mit HCl einstellen und auf 500 ml mit destilliertem Wasser auffüllen 
 
Detektionslösung: 
AP-Puffer 10 ml 
NBT (50 mg/ in 70 % DMF) 66 µl 
BCIP (50 mg/ml in 100 % DMF) 33 µl 
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Zunächst wurde die Polyvinyldifluorid-Membran (PVDF-Membran) in 80-prozentigem Me-
thanol geschwenkt, anschließend wurden alle benötigten Filterpapiere, Schwämme und die 
PVDF-Membran in Transferpuffer getränkt.  
Der Blot setzte sich wie folgt zusammen: zuerst das Filterpapier, dann die PVDF-Membran, 
gefolgt vom Polyacrylamidgel mit den Proben, abschließend wieder Filterpapier. Das voll-
ständige Blot-Sandwich wurde in die Blotkammer gehängt, die mit Transferpuffer gefüllt 
wurde. Nach etwa einer Stunde bei 50 Volt war der Transfer abgeschlossen.  
Die PVDF-Membran wurde mit destilliertem Wasser und TBS-Puffer jeweils einmal gespült 
und danach zwei Stunden mit Blockierungslösung auf dem Taumler (Polymax 1040T) inku-
biert. 
Im nächsten Schritt erfolgte die Inkubation der PVDF-Membran mit dem ersten Antikörper. 
Als erste Antikörper wurden rabbit anti-human p42/44 MAPKinase (1:1000), rabbit anti-
human phospho-p42/44 MAPKinase (1:1000), rabbit anti-human AKT (1:1000), rabbit anti-
human phospho-AKT (1:1000), rabbit anti-human p38 MAPKinase (1:1000) und rabbit anti-
human phospho-p38MAPKinase (1:750) eingesetzt. Die Inkubation fand über Nacht bei 4 °C 
auf dem Taumler statt.  
Am folgenden Tag wurde die Antikörperlösung entfernt und die Membran fünfmal jeweils 
fünf Minuten bei Raumtemperatur mit TBST-Puffer gewaschen. Anschließend erfolgte eine 
einstündige Inkubation der Membran bei Raumtemperatur mit dem zweiten Antikörper (Goat 
x Rbt IgG 1:2000 verdünnt). 
Die PVDF-Membran wurde erneut fünfmal jeweils fünf Minuten mit TBST-Puffer und da-
nach einmal mit AP-Puffer gewaschen. Im letzten Schritt wurde die Detektionslösung auf die 
Membran pipettiert und so lange geschwenkt, bis die Banden sichtbar wurden. 
 
3.2.2.2.4 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford  
 
Die Konzentration der Zell-Proteine wurde nach der Bradford-Methode (Bradford, 1976) be-
stimmt. Durch die Bindung des Farbstoffs Coomassie-Brilliantblau G250 an ein Protein 
kommt es zur Veränderung seines Absorptionsmaximums von 465 nm zu 595 nm. Der Farb-
stoff bindet dabei an basische und aromatische Aminosäurereste, und somit kann die Zunah-
me der Absorption bei 595 nm gegen das freie Farbreagens photometrisch gemessen werden. 
Die Zunahme der Absorption dient als Maß für die Proteinkonzentration.  
Die Bradford-Reagenzlösung wurde im Verhältnis 1:5 mit destilliertem Wasser verdünnt. 
Jeweils 150 µl dieser Reagenzlösung wurden mit 5 µl der Proteinprobe bzw. des Standardpro-
Materialien und Methoden 
Seite | 31 
 
teins vermischt und auf eine 96-well Platte pipettiert. Die Extinktion der verschiedenen Pro-
ben wurde bei einer Wellenlänge von 590 nm bestimmt. Durch den Vergleich mit einer Eich-
kurve konnten die jeweiligen Konzentrationen bestimmt werden. Zur Ermittlung der Eichkur-
ve wurde das Standardprotein BIO-RAD Protein, Assay Standard II (1,42 mg/ml), verwendet. 
 
3.2.3 Molekularbiologische Methoden 
3.2.3.1 RNA-Präparation 
 
Vor der RNA-Präparation wurden der Arbeitsplatz und alle benötigten Geräte mit RNase 
away (Roth, Karlsruhe, Deutschland) gereinigt. Zur Zellstimulation wurden 5x105  Zellen in 
1,5 ml Medium pro Kavität in 6-well Platten eingesät. Nachdem die humanen RPE-Zellen 
eine Konfluenz von 80 bis 90 % erreicht hatten, wurden sie synchronisiert (16 Stunden). Die 
Stimulationsdauer mit den Testsubstanzen betrug 24 Stunden. 
Die Präparation der RNA aus den stimulierten Zellen erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit. Be-
vor der erste Schritt – die Zelllyse – beginnen konnte, wurden die Zellen zur Entfernung des 
Zellstimulationsmediums mit eiskaltem PBS-Puffer gewaschen. Die Zellen wurden direkt in 
den 6-well Platten mit 350 µl Puffer RLT (1 ml Puffer RTL und 10 µl Mercaptoethanol) ly-
siert, das Lysat in einen 1,5 ml Eppendorfbecher überführt und intensiv gemischt. Nach Zu-
gabe von 350 µl 70-prozentigem RNase-freien Ethanol und nochmaligem gründlichen 
Durchmischen wurden die gesamten Proben (je 700 µl) auf je ein Säulchen (RNeasy mini 
column) pipettiert. Anschließend wurden sie bei 10.000 rpm 15 Sekunden zentrifugiert. Der 
Durchfluss wurde verworfen, auf jedes Säulchen wurden 700 µl Waschpuffer (RW1 Puffer) 
pipettiert und diese dann 15 Sekunden zentrifugiert.  
Jedes Säulchen wurde in einen neuen Becher gestellt, 500 µl RPE-Puffer hinzu pipettiert und 
weitere 15 Sekunden zentrifugiert. Auch dieser Durchfluss wurde verworfen. Nochmals wur-
den 500 µl RPE-Puffer auf die Säulchen gegeben. Anschließend wurden die Proben zwei Mi-
nuten bei 10.000 rpm zentrifugiert, um die RNeasy-silica-gel Membran zu trocknen. Nach der 
Überführung der Säulchen in 1,5 ml Reaktionsgefäße (1,5 ml collection tube) wurden 20 µl 
RNase-freies Wasser direkt auf die RNeasy-silica-gel Membran pipettiert und die Proben bei 
10.000 rpm eine Minute zentrifugiert. In diesem letzten Schritt erfolgte die Eluierung der 
RNA. 
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Die Proben wurden 1:10 mit RNase-freiem Wasser verdünnt. Nach der Kalibrierung des 
Spectrophotometers mit 10 µl RNase-freiem Wasser fand die Messung der Absorption der 
verdünnten Proben bei 260 und 280 nm statt.  
Um die Reinheit der Proben prüfen zu können wurde der Quotient der Extinktionen (260 
nm/280 nm) gebildet. Angestrebt wurde ein Wert von >1,8. 
 
3.2.3.3 Behandlung mit DNase  
 
Um sicherzustellen, dass die Proben nicht durch genomische DNA verunreinigt waren, erfolg-
te ein DNase-Verdau unter der Sicherheitswerkbank. Folgende Substanzen wurden in ein 0,5 
ml PCR-Reaktionsgefäß pipettiert: 
 
2 µl 5xPuffer (First Strand cDNA Synthesis Kit) 
1 µl DNase I RNase frei 
7 µl RNA 
 
Die Proben wurden 30 Minuten bei 37 °C im Thermocycler inkubiert und anschließend sofort 




Die RNA-Proben wurden mit dem First Strand cDNA Synthesis Kit in cDNA umgeschrieben. 
Im ersten Schritt wurden  
1 µl RNase-freies-H2O 
1 µl Oligo d(T)18-Primer 
 
zu den Proben pipettiert und alles fünf Minuten bei 70 °C im Thermocycler erhitzt. Anschlie-
ßend wurden die Proben sofort auf Eis gelagert. Für die cDNA-Synthese wurden folgende 
Substanzen zu jeder Probe pipettiert: 
 
2,5 µl RNase-freies H2O 
   2 µl  5x Puffer 
   2 µl  dNTP-Gemisch 
0,5 µl  RNase Inhibitor 
   1 µl  Reverse Transkriptase  
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Die Proben wurden dann fünf Minuten bei 37 °C, 60 Minuten bei 42 °C und zehn Minuten bei 
70 °C im Thermocycler inkubiert. Nachfolgend kamen die Proben bei -80 °C in den Tiefkühl-
schrank. 
 
3.2.3.5 Real-Time-PCR  
 
Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction-PCR) ist eine molekularbiologi-
sche Methode, die es erlaubt, kleinste Mengen eines genau definierten DNA-Strangs exponen-
tiell zu vervielfachen. Es handelt sich um eine enzymatische Synthese spezifischer DNA-
Sequenzen. Der PCR-Prozess besteht aus 30 bis 45 Zyklen, jeder Zyklus umfasst drei Schrit-
te. 
Um die Wasserstoffbrückenbindungen der Stränge zu trennen, wird die doppelsträngige DNA 
zunächst auf 94 bis 96 °C erhitzt (Denaturierung). Anschließend erfolgt bei der für die Primer 
spezifischen Temperatur die Primer-Hybridisierung (Primer annealing), so dass sich die Pri-
mer an die Einzelstränge sequenzspezifisch binden können. Zuletzt werden neue Stränge 
durch die DNA-Polymerase synthetisiert (Elongation). 
Die Real-Time-PCR ist eine Vervielfältigungsmethode für Nukleinsäuren, die auf dem Prin-
zip der klassischen PCR beruht. Jedoch wird bei der Real-Time-PCR eine fluoreszierende 
Substanz eingesetzt, die in die DNA-Doppelstränge gebunden wird und somit eine Quantifi-
zierung möglich macht. Zu Beginn eines jeden Zyklus ist der Einbau der fluoreszierenden 
Substanz proportional zur Anzahl der gebildeten Doppelstränge erforderlich.  
Die verschiedenen Schritte zur Vorbereitung der Real-Time-PCR erfolgten unter der Sicher-
heitswerkbank. In jede Vertiefung der 96-well-PCR-Platte wurde 1 µl cDNA pipettiert, dann 
fand ein bis zwei Sekunden eine Zentrifugation bei 3.000 rpm statt. Anschließend wurden 
jeder Probe 19 µl Master Mix hinzugefügt.  
 
Der Master Mix enthielt pro Probe:  
 
10 µl  SYBR Green Master Mix 
0,5 µl  Primer sense (10 µM) 
0,5 µl  Primer antisense (10 µM) 
   8 µl  steriles H2O 
 
Die Platte wurde nach dem Auftragen der Proben mit selbstklebender Folie verschlossen und 
abermals bei 3.000 rpm kurz zentrifugiert.  
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Zur Durchführung der Real-Time-PCR wurde die Platte in den MyiQ-Thermocycler gestellt. 
Diese Maschine erhitzt und kühlt die Proben präzise auf die Temperatur, die für den jeweili-




1 Zyklus Denaturierung und  
Enzym-Aktivierung:  95 °C 15 Minuten 
45 Zyklen Denaturierung:  95 °C 30 Sekunden  
Annealing:   60 °C 30 Sekunden  
Synthese:   72 °C 60 Sekunden 
1 Zyklus Denaturierung:  95 °C 60 Sekunden 
80 Zyklen Schmelzkurve:  schrittweise (0,5 °C/Zyklus) Erhöhung der 
      Temperatur von 55 °C – 95 °C  
 
Für die relative Quantifizierung der mRNA-Expression wurde die GAPDH zur Normalisie-
rung der Ergebnisse eingesetzt. Die Berechnung der relativen Expressionsunterschiede erfolg-
te nach dem „ΔΔCT-Berechnungsmodell“ (Pfaffl 2001).  
 
Ratio=2-(ΔCT Behandlung- ΔCT Kontrolle) , 
 
mit  ΔCT= CTZielgen – CTGAPDH (CT = Zykluszahl am Crossing Point) 
 
Zur Ermittlung der Effizienz der PCR wurde eine Kurve aus verschiedenen Verdünnungsstu-
fen der eingesetzten cDNA (100 ng, 50 ng, 5 ng und 0,5 ng) erstellt und die Steigung ermit-
telt. Die Effizienz der PCR wurde berechnet mit der Formel nach Rasmussen (2001)  
 




Die Agarosegel Elektrophorese trennt DNA-Fragmente entsprechend ihrer Größe im elektri-
schen Feld. Die Fragmente werden als Banden durch den fluoreszierenden Farbstoff Ethidi-
umbromid im UV-Licht sichtbar. Dadurch kann die Spezifizität der PCR-Produkte kontrolliert 
werden. 
3,4 g Agarose wurden mit 200 ml TBE-Puffer gemischt und dann in der Mikrowelle gekocht, 
bis eine klare Flüssigkeit entstand. Das abgekühlte Gel wurde auf einen Gelträger gegossen, 
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10 µl Ethidiumbromid (0,1 mg/ml) wurden hinzugefügt und Kämme zur Ausbildung von 
Probenauftragstaschen im Gel platziert.  
Danach wurde die Elektrophoresekammer mit TBE-Puffer aufgefüllt. Die Kämme wurden 
nach 20 bis 30 Minuten entfernt und die Proben mit jeweils 1 µl Probenbeladungspuffer in die 
Geltaschen aufgetragen. Als Größenstandard wurde ein 100 bp DNA ladder (DNA-
Längenstandard) mitgeführt. Die Elektrophorese lief bei 80 Volt ca. 35 Minuten. Anschlie-





Die Ergebnisse der Arbeit sind als Mittelwerte von Mehrfachbestimmungen und deren Stan-
dardabweichungen bzw. Standardfehlern dargestellt. Diese wurden mit dem Statistikpro-
gramm SigmaStat 2.0 ausgewertet. Da die Stichproben der Ergebnisse nicht normal verteilt 
waren, erfolgte die Bestimmung der Signifikanz mit dem parameterfreien Mann-Whitney 
Rank Sum Test. Damit kann überprüft werden, ob zwei unabhängige Gruppen zur selben 
Grundgesamtheit gehören. Die Unterschiede wurden als signifikant eingestuft, wenn die Irr-
tumswahrscheinlichkeit unter 5 % (P ≤ 0,05)  lag. 
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4. Ergebnisse 
4.1 Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren auf zelluläre Eigenschaften der RPE-Zellen 
4.1.1 Proliferation 
 
Die Proliferation wurde über die DNA-Syntheseleistung (Einbau von BrdU) der RPE-Zellen 
ermittelt. Zunächst wurde untersucht, ob und in welchen Konzentrationen die Faktoren BMP-
4, PlGF-2, PTN (Pleiotrophin) und PDGF (Abbildung 3) Einfluss auf die Proliferation haben.  
PDGF zeigte eine signifikante Erhöhung der Proliferationsrate, wobei der Maximalwert bei 
einer Konzentration von ≥1 ng/ml erreicht wurde. BMP-4 beeinflusste die mitogenen Eigen-
schaften der RPE-Zellen nicht. PTN und PlGF-2 hatten eine hemmende Wirkung auf die Pro-
liferation der RPE-Zellen. Ein signifikant hemmender Effekt konnte nur bei hohen Konzentra-
tionen (100 ng/ml) an PlGF-2 (92,20 ± 4,00 %) festgestellt werden.  
 
 
Abbildung 3:  
Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren auf die Pro-
liferation bei RPE-Zellen in Abhängigkeit der Dosis. 
Die Zellen wurden 24 Stunden in Anwesenheit der 
Wachstumsfaktoren BMP-4, PlGF, PTN bzw. PDGF 
(0,01, 0,1, 1, 10, 100 ng/ml) kultiviert. Dargestellt sind 
die prozentualen Veränderungen der Proliferationsraten 
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (100 %). Die 
Ergebnisse sind Mittelwerte ± Standardfehler aus 5 bis 6 
unabhängigen Dreifachversuchen, bei denen jeweils 
RPE-Zellen aus verschiedenen Spenderaugen verwendet 
wurden. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle: ● P ≤ 




Darüber hinaus erschien es untersuchenswert, ob und wenn ja welche Wirkungen die Kombi-
nation verschiedener Wachstumsfaktoren auf die Proliferation der RPE-Zellen hat. Hierbei 
wurden neben den bereits untersuchten Faktoren auch TGF-ß1, TGF-ß2 und VEGF in die 
Untersuchungen einbezogen (Abbildung 4).  
Mit diesen Versuchen konnte eine proliferationshemmende Wirkung der beiden TGF-ß-
Isoformen (TGF-ß1: 80,93 ± 6,89 %; TGF-ß2: 83,94 ± 7,17 %) nachgewiesen werden. 
Weiterhin wurde kein signifikanter Einfluss des VEGF (101,1 ± 14,49 %) auf die Prolifera-
tion der RPE-Zellen festgestellt. 
In den anschließenden Versuchen sollte getestet werden, ob die PDGF-induzierte Erhöhung 
der Proliferationsrate durch die Kultivierung der RPE-Zellen in Anwesenheit von Kombina-
tionen verschiedener Wachstumsfaktoren mit PDGF beeinflusst wird. Durch die gleichzeitige 
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Anwesenheit von BMP-4, PTN, PlGF-2 oder VEGF im Kulturmedium wurde kein Effekt auf 
die PDGF vermittelte Erhöhung der Proliferationsrate festgestellt.  
Die Kombinationen von PDGF mit BMP-4, PTN oder PlGF-2 bewirkten zwar im Vergleich 
zur unbehandelten Kontrolle eine signifikant erhöhte Proliferationsrate, die maximal ermittel-
ten Raten bewegten sich jedoch im Bereich des Wertes, der mit PDGF allein erhalten wurde. 
Da die untersuchten Faktoren unter Kontrollbedingungen keine Änderung der RPE-
Proliferation bewirkten, könnte dies bedeuten, dass die Erhöhung der Proliferationsrate durch 
PDGF vermittelt wird, wobei die zusätzliche Präsenz von BMP-4, PTN oder PlGF-2 diesen 
Prozess nicht beeinflusst. Aufgrund der stark variierenden Ergebnisse in Anwesenheit von 
VEGF plus PDGF wurde zwar eine Erhöhung der Proliferationsrate ermittelt, die Unterschie-






Wirkung verschiedener Wachstumsfaktoren sowie deren Kombination mit PDGF auf die Proliferation bei RPE-
Zellen. Die Zellen wurden 24 Stunden in Anwesenheit der Wachstumsfaktoren oder deren Kombinationen kulti-
viert. Die Faktoren wurden in einer Konzentration von jeweils 10 ng/ml eingesetzt. Die Kontrollen blieben un-
behandelt. Gezeigt sind die prozentualen Veränderungen der Proliferationsrate im Vergleich zur Kontrolle (100 
%). Die jeweiligen Werte sind Mittelwerte ± Standardfehler aus 3 bis 5 unabhängigen Dreifachversuchen. In 
jedem Fall wurden Zellen von verschiedenen Spendern verwendet. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle: ● P 
≤ 0,05 und ●● P < 0,01. Signifikante Unterschiede im Vergleich zur PDGF-induzierten Proliferation: ○ P ≤ 0,05. 
 
TGF-ß1 und TGF-ß2 inhibierten die Proliferation der RPE-Zellen unter Kontrollbedingungen. 








Als Migration wird der Prozess der Fortbewegung (Wandern) eukaryotischer Zellen bezeich-
net. In den folgenden Experimenten wurde der Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren auf 
die motogenen Eigenschaften der humanen RPE-Zellen untersucht.  
Zunächst wurde die Veränderung des Migrationsverhaltens in Abhängigkeit von der einge-
setzten Dosis diverser Wachstumsfaktoren (PDGF, PlGF, VEGF, TGF-ß1 und TGF-ß2) bei 















Ermittlung von Dosis-Wirkungsabhängigkeiten für verschiedene Wachstumsfaktoren auf die motogenen 
Eigenschaften der RPE-Zellen. Die Dauer der Migration betrug sechs Stunden. Die Wachstumsfaktoren wurden 
in einer Konzentration von 10 ng/ml eingesetzt. (A) Dosis-Wirkungsabhängigkeit für PDGF. (B) Dosis-
Wirkungsabhängigkeiten ermittelt für die Wachstumsfaktoren PlGF-2 (PlGF), TGF-ß1, TGF-ß2 bzw. VEGF. 
Die jeweiligen Werte sind Mittelwerte ± Standardfehler aus 3 bis 4 unabhängigen Versuchen bei denen stets 5 
verschiedene Gesichtsfelder ausgezählt wurden. In jedem Fall wurden Zellen verschiedener Spender eingesetzt. 
Signifikante Unterschiede zur Kontrolle: ● P ≤ 0,05, ●● P ≤ 0,01 und ●●● P ≤ 0,001. 
 
Von den untersuchten Wachstumsfaktoren hatte PDGF den stärksten Effekt auf die Migration 
der RPE-Zellen (Abbildung 5, Diagramm A). PDGF bewirkte im Vergleich zur unbehan-
delten Kontrolle eine signifikante Erhöhung der Migration bei Konzentrationen > 1 ng/ml mit 
einem Maximum von 306,21 ± 28,41 %. Im Fall des Wachstumsfaktors PlGF-2 konnte eine 
signifikante Steigerung der Migrationsrate bereits bei einer Konzentration > 0,01 ng/ml 
festgestellt werden, wobei hier der maximale Effekt 147,84 ± 18,06 % im Vergleich zur 
Kontrolle betrug.  
TGF-ß1 und TGF-ß2 bewirkten ebenfalls eine signifikante, aber geringere Zunahme an 
migrierten Zellen (TGF-ß1max: 134,62 ± 6,48 %; TGF-ß2max: 150,50 ± 15,85 %).  
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In Anwesenheit von VEGF wurde zwar ein signifikanter, aber geringer Einfluss (Maximum 
128,76 ± 10,43 %) auf die Migration ermittelt. 
Mit den folgenden Experimenten sollten die Wirkungen von Gemischen einzelner Wachs-
tumsfaktoren mit PDGF auf die Migration ermittelt werden (Abbildung 6). Alle Faktoren 
wurden in einer Konzentration von 10 ng/ml eingesetzt. Neben den bereits getesteten Fakto-
ren wurden auch BMP-4 und PTN in die Versuche einbezogen. Jeder dieser beiden Faktoren 
veränderte die motogenen Eigenschaften der RPE-Zellen unter Kontrollbedingungen (BMP-4: 
107,13 ± 10,20 %; PTN: 96,53 ± 10,53 %) nicht (Abbildung 6).  
Die unter den Versuchsbedingungen durch PDGF ermittelte signifikante Erhöhung der Migra-
tion betrug im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 230,39 ± 17,81 %. Im Gegensatz zu 
den Ergebnissen mit den einzelnen Faktoren ergaben die Versuche in Anwesenheit der 
Wachstumsfaktorkombinationen mit PDGF alle eine deutliche Zunahme an migrierten RPE-
Zellen, was durch die signifikanten Unterschiede zur Kontrolle (●) verdeutlicht wird. Die 
erzielten Raten bewegten sich annähernd im Bereich der durch PDGF induzierten Erhöhung 
der Migration. Signifikante Unterschiede zwischen den Kombinationen im Vergleich zur 














Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren und deren Kombination mit PDGF auf das Migrationsverhalten von 
RPE-Zellen. Die jeweiligen Kontrollen blieben unbehandelt. Die Inkubationszeit betrug 6 Stunden. Die darge-
stellten Werte sind Mittelwerte ± Standardfehler aus 3 bis 6 Versuchen, bei denen jeweils RPE-Zellen verschie-
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4.2 Wirkungen von Wachstumsfaktoren auf die VEGF-Sekretion bei RPE-Zellen 
4.2.1 Beeinflussung der VEGF-Sekretion durch TGF-ß1, TGF-ß2, BMP-4, PDGF, PTN oder 
PlGF-2  
 
Die Sekretion von VEGF-Protein durch die humanen RPE-Zellen wurde mit einem quantitati-
ven Sandwich-ELISA in den Kulturüberständen ermittelt. Im Mittel synthetisierten humane, 
kultivierte RPE-Zellen konstitutiv 180,89 ± 22,72 pg/ml VEGF-Protein (n = 5). Um zu über-
prüfen, ob die in den vorangegangenen Untersuchungen analysierten Wachstumsfaktoren 
einen Einfluss auf die VEGF-Sekretion haben, wurden die RPE-Zellen sechs Stunden mit den 
entsprechenden Faktoren stimuliert. Anschließend wurde die Konzentration an VEGF-Protein 
im Kulturüberstand ermittelt.  
Die untersuchten Wachstumsfaktoren beeinflussten die VEGF-Sekretion in unterschiedlich 
starkem Maße (Abbildung 7). TGF-ß1 (366,06 ± 28,36 %) und TGF-ß2 (343,40 ± 42,16 %) 
zeigten die größte signifikante Erhöhung der VEGF-Sekretion, gefolgt von PDGF (188,76 ± 
15,58 %).  
Im Gegensatz dazu bewirkten BMP-4 (101,58  ± 5,74 %) und PlGF-2 (91,85 ± 5,92 %) keine 
signifikante Veränderungen der VEGF-Sekretion. PTN (81,01 ± 8,00 %) hemmte als einziger 





Wirkung verschiedener Wachstumsfaktoren auf die 
VEGF-Sekretion bei humanen RPE-Zellen. Die je-
weiligen Kontrollen blieben unbehandelt. Die Kultu-
ren wurden für sechs Stunden mit den Wachstums-
faktoren (jeweils 10 ng/ml) stimuliert. Die Daten 
stellen die prozentuale Veränderung der VEGF-
Konzentration im Kulturüberstand im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle dar. Die Werte sind Mittel-
werte ± Standardfehler aus 5 unabhängigen Dreifach-
versuchen mit Zellen aus 5 verschiedenen Spende-
raugen. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle: ●● 
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4.2.2 Beeinflussung der VEGF-Sekretion durch Kombinationen von Wachstumsfaktoren  
 
Ausgehend von den Ergebnissen des ersten Teils des Experiments (4.2.1) wurde die Wirkung 
von Gemischen einzelner Wachstumsfaktoren mit PDGF, TGF-ß1 oder TGF-ß2 auf die 
VEGF-Sekretion der retinalen Pigmentepithelzellen untersucht (Abbildung 8).  
Eine Verstärkung der Wirkung auf die VEGF-Sekretion wurde durch die Kombination der 
TGF-ß-Isoformen mit PDGF (PDGF + TGF-ß1: 463,39 ± 73,63 %; PDGF + TGF-ß2: 424,13 
± 38,44 %) ermittelt. Diese Steigerung ist signifikant höher als die TGF-ß induzierte VEGF-
Sekretion unter Kontrollbedingungen. Im Mittel wurde eine weitere Steigerung der VEGF-
Sekretion um nochmals ca. 40 % ermittelt. Die Ergebnisse verdeutlichen eine additive Wir-
kung der TGF-ß-Isoformen zusammen mit PDGF auf die VEGF-Sekretion bei kultivierten 
RPE-Zellen.  
Die anderen Wachstumsfaktoren in Kombination mit PDGF (BMP-4 + PDGF: 218,96 ± 26,90 
%; PlGF + PDGF: 182,83 ± 11,74 %; PTN + PDGF: 161,83 ± 15,55 %) bewirkten im Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrolle ebenfalls eine signifikante Erhöhung der VEGF-Sekretion 
(Abbildung 8). Die maximal ermittelten Raten bewegten sich aber auf dem Niveau des 
PDGF-Ausgangswerts. Dementsprechend kann für diese Gemische davon ausgegangen wer-
den, dass die durch PDGF induzierte VEGF-Sekretion durch keinen der anderen Faktoren 
verändert wird.  
 
Abbildung 8: 
Darstellung der Wirkung von Gemischen ver-
schiedener Wachstumsfaktoren mit PDGF auf die 
VEGF-Sekretion bei humanen RPE-Zellen. Die 
Kulturen wurden für 6 Stunden mit den Wachstums-
faktoren (jeweils 10 ng/ml) stimuliert. Die Daten 
stellen die prozentuale Veränderung der VEGF-Kon-
zentration im Kulturüberstand im Vergleich zur un-
behandelten Kontrolle dar. Die Werte sind Mittel-
werte ± Standardfehler aus 5 unabhängigen Drei-
fachversuchen mit Zellen aus 5 verschiedenen Spen-
deraugen dar. Signifikante Unterschiede zur Kontrol-
le: ● P ≤ 0,05, ●● P ≤ 0,01. Signifikante Unterschie-
de im Vergleich zur PDGF-induzierten VEGF-
Sekretion: ○○ P ≤ 0,01. Signifikante Unterschiede 
im Vergleich zur TGF-ß1- bzw. TGF-ß2-induzierten 




In den anschließenden Versuchen wurde die Wirkung einer Kombination der Wachstumsfak-
toren BMP-4, PTN oder PlGF mit TGF-ß1 bzw. TGF-ß2 auf die VEGF-Sekretion untersucht. 
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Die Gemische der Faktoren mit TGF-ß1 zeigten für alle getesteten Substanzen einen signifi-
kanten Sekretionsanstieg (BMP-4 + TGF-ß1: 406,93 ± 52,44 %; PTN + TGF-ß1: 351,33 ± 
38,30 %; PlGF + TGF-ß1: 361,03 ± 54,87 % [Abbildung 9]), der im Bereich der TGF-ß-
Werte (TGF-ß1: 366,06 ± 28,36 %; TGF-ß2: 343,40  ± 42,16 % [Abbildung 7]) des Anfangs-
experiments lag. Dies könnte bedeuten, dass auch in diesem Fall TGF-ß1 hauptsächlich für 
die Induktion der VEGF-Sekretion verantwortlich ist und die anderen Faktoren keine weiteren 
Veränderungen bewirken.  
Die Kombination der Faktoren mit TGF-ß2 bleiben unter dem Ausgangswert für TGF-ß2 in 
der ersten Experimentreihe (BMP-4 + TGF-ß2: 301,04 ± 31,00 %; PTN + TGF-ß2: 282,60 ± 
6,31 %; PlGF + TGF-ß2: 327,10 ± 49,15 % [Abbildung 9]). Es konnte ein signifikanter 
Unterschied zur unbehandelten Kontrolle ermittelt werden. In Bezug auf die TGF-ß2 indu-
zierte VEGF-Sekretion war die Veränderung nicht signifikant, so dass auch hier angenommen 
werden kann, dass die Erhöhung der TGF-ß2 induzierten VEGF-Sekretion durch keinen der 
untersuchten Faktoren verändert wird. 
 
Abbildung 9: 
Darstellung der Wirkung verschiedener Wachstums-
faktoren  in Kombination mit TGF-ß1 oder TGF-ß2 
auf die VEGF-Sekretion bei humanen RPE-Zellen. 
Die Kulturen wurden für 6 Stunden mit den Wachs-
tumsfaktoren (jeweils 10 ng/ml) stimuliert. Die 
Daten stellen die prozentuale Veränderung der 
VEGF-Konzentration im Kulturüberstand im Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrolle dar. Die Werte 
sind Mittelwerte ± Standardfehler aus 5 unabhängi-
gen Dreifach-versuchen mit Zellen aus 5 verschiede-
nen Spender-augen dar. Signifikante Unterschiede 




4.3 Einfluss einiger Wachstumsfaktoren auf die TGF-ß1- bzw. TGF-ß2-Sekretion 
 
Die beiden TGF-ß-Isoformen waren die stärksten Induktoren der VEGF-Sekretion bei den 
RPE-Zellen (Abbildung 7). Daneben konnte gezeigt werden, dass auch die Kultivierung der 
RPE-Zellen in Anwesenheit von PDGF zu einer Erhöhung der VEGF-Produktion führte (Ab-
bildung 7). Daher lag die Vermutung nahe, dass an der PDGF-induzierten VEGF-Sekretion 
auch autokrin sezerniertes TGF-ß beteiligt sein könnte.  
Da TGF-ß1 und TGF-ß2 die am häufigsten vertretenen TGF-ß-Isoformen im Auge und spe-
ziell in der Retina sind (Guerin et al., 2001), wurde die Sekretion dieser beiden Proteine sowie 
deren Beeinflussung durch verschiedene Wachstumsfaktoren bei RPE-Zellen untersucht. 
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Weiterhin ist bekannt, dass auch die Wachstumsfaktoren HB-EGF (heparin binding EGF-like 
growth factor) und bFGF (basic fibroblast growth factor) eine Rolle bei der Entstehung von 
pathologischen Veränderungen in der Netzhaut (PVR, pathologische Neovaskularisierung, 
AMD) spielen, wobei auch HB-EGF eine Steigerung der VEGF-Sekretion bewirkt (Hollborn 
et al., 2005). Deshalb wurden diese beiden Faktoren in die Experimente mit einbezogen.  
Unter den gewählten Versuchsbedingungen wurde ermittelt, dass RPE-Zellen nach einer In-
kubationszeit von sechs Stunden im Durchschnitt 120,83 ± 9,73 pg/ml TGF-ß1- bzw. 185,72 
± 5,39 pg/ml TGF-ß2-Protein sezernieren. Das deutet auf eine stärkere Expression der TGF-
ß2-Isoform im Vergleich zu TGF-ß1 bei RPE-Zellen hin.  
Die Sekretion von TGF-ß1 wurde durch Kultivierung der RPE-Zellen in Anwesenheit der 
Wachstumsfaktoren leicht erhöht, wobei PDGF (120,6 ± 4,82 %) als stärkster Stimulator 
identifiziert werden konnte (Abbildung 10, Diagramm A).  
Durch HB-EGF (117,6 ± 10,12 %) bzw. VEGF (110,57 ± 3,58 %) waren ebenfalls geringe, 
jedoch nicht signifikante Erhöhungen der TGF-ß1-Sekretion zu verzeichnen. In Anwesenheit 
von bFGF (103,5 ± 11,85 %) konnte keine Veränderung im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrolle festgestellt werden.  
Im Falle der Sekretion des TGF-ß2 erbrachte die Stimulation der Zellen mit PDGF (96,64 ± 
13,49 %), bFGF (100,23 ± 8,32 %), HB-EGF (99,68 ± 13,85 %) oder VEGF (94,45 ± 7,83 %) 
keine signifikanten Änderungen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 10, 
Diagramm B). Somit könnte bei der PDGF-induzierten VEGF-Sekretion durchaus auch auto-
krin sezerniertes TGF-ß1 eine Rolle spielen, während die Beeinflussung durch autokrin sezer-
niertes TGF-ß2 bei RPE-Zellen eher unwahrscheinlich ist. 
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Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren auf die Sekretion von TGF-ß1 bzw. TGF-ß2 bei humanen RPE-
Zellen. Die Kulturen wurden 6 Stunden mit den Wachstumsfaktoren (jeweils 10 ng/ml) inkubiert. Die Daten 
zeigen die prozentualen Veränderungen der Proteinmenge an TGF-ß1 bzw. TGF-ß2 in den  Kulturüberständen 
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (100 %). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± Standardfehler aus 3 
unabhängigen Dreifachbestimmungen dargestellt. Es wurden Zellen von 3 verschiedenen Spendern verwendet. 
Signifikante Unterschiede zur Kontrolle: ● P ≤ 0,05.  
 
4.4 Nachweis der Aktivierung intrazellulärer Signalproteine 
 
Die Aktivierung von Proteinkinasen ist ein wichtiger Vorgang bei der intrazellulären Übertra-
gung von Signalen. In den meisten Fällen wird sie durch die Phosphorylierung bestimmter 
Aminosäurereste vermittelt. Die Verwendung phospho-spezifischer Antikörper bei Western- 
Blot-Experimenten ermöglicht es, den Aktivierungsgrad von Proteinkinasen als Reaktion auf 
diverse Stimuli zu bestimmen. 
In den folgenden Experimenten wurde untersucht, inwieweit die ERK1/2 (MAPK-
Signalweg), das Akt-Protein (PI3K-Signalweg) und der p38MAPK (p38MAPK-Signalweg) 
durch Wachstumsfaktoren und Wachstumsfaktorkombinationen in ihrer Aktivität beeinflusst 
werden. Da die Aktivierung (Phosphorylierung) der Proteine ein sehr schnell verlaufender 
Prozess ist, wurden die Zellen nur zehn Minuten in Anwesenheit der Stimulatoren inkubiert. 




Die MAP-Kinasen sind Proteinkinasen, die an der Regulation der Apoptose (Inhibition) und 
der Zellproliferation (Induktion) beteiligt sind. 
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Untersuchenswert erschien, inwieweit die Wachstumsfaktoren den Aktivierungszustand der 
ERK1/2-Proteine bei den RPE-Zellen beeinflussen (Abbildung 11). Dafür wurden die Zellen 
zehn Minuten in Anwesenheit der Faktoren bzw. deren Gemische inkubiert und danach cyto-
solische Proteine (Zellextrakte) präpariert.  
Unter den gewählten Versuchsbedingungen hatten PlGF, VEGF, BMP-4, TGF-ß1 bzw. TGF-
ß2 bzw. PTN keinen Einfluss auf die Aktivierung der ERK1/2 Proteine, da die Intensität des 
Signals dem der unbehandelten Kontrolle entsprach (Abbildung 11, untere Reihe). Dagegen 
resultierte die Stimulation mit PDGF in einer starken Zunahme des Signals für die phosphor-
ylierte Form der ERK1/2. Die Intensität dieses Signals konnte durch keinen Wachstumsfaktor 
in den Gemischen verändert werden. Dies zeigt, dass von den untersuchten Wachstumsfakto-














10 Minuten in Anwe-
senheit der Wachs-
tumsfaktoren inku-
biert. Dargestellt sind repräsentative Western-Blots der unphosphorylierten Formen von ERK1/2 (oben), und der 




P38 mitogen-aktivierte Proteinkinasen (p38MAPK) gehören zur Familie der Mitogen-
aktivierten-Protein-Kinasen (MAPK). Die Aktivierung dieser Signalwege ist eng mit der Re-
gulation von Prozessen, wie der Zelldifferenzierung, dem Zellwachstum und dem program-
mierten Zelltod, verbunden. Darüber hinaus ist speziell für die p38MAPK eine Beteiligung an 
der Regulation der motogenen Eigenschaften von Zellen bekannt. 
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Nachweis der Aktivierung intrazellulärer Signalproteine durch verschiedene Wachstumsfaktoren und Wachs-
tumsfaktorgemische mit PDGF in humanen RPE-Zellen im Western-Blot. Die Inkubationszeit mit den Wachs-
tumsfaktoren betrug 10 Minuten. Dargestellt sind repräsentative Western-Blots der unphosphorylierten Formen 
von p38 MAPK (oben), und der phosphorylierten (aktivierten) Form (unten).  
 
Die Ergebnisse dieser Experimente sind mit den Resultaten aus den Untersuchungen zur Ak-
tivierung des MAPK-Signalwegs (Kapitel 4.4.1) vergleichbar. Im p38MAPK-
Aktivierungsgrad der unbehandelten Kontrolle (Medium) und den mit PlGF, VEGF, BMP-4, 
TGF-ß1 oder TGF-ß2 stimulierten Proben konnte kein Unterschied festgestellt werden (Ab-
bildung 12, untere Reihe). Die Stimulation der RPE-Zellen mit PDGF bewirkte eine leichte 
Zunahme an aktivierter (phoshorylierter) Form der p38MAPK. Dieses Resultat wurde durch 
keinen der Wachstumsfaktoren im Gemisch mit PDGF verändert. Das bedeutet, dass von den 





Die Serin-/Threoninkinase PKB (Proteinkinase B bzw. Akt Kinase) ist eines der Schlüsselen-
zyme zahlreicher intrazellulärer Signalwege. AKT wird auch als wichtiges Steuerelement bei 
der Entstehung von Krebs angesehen, da die Aktivierung der AKT-Kinase hemmend auf die 
apoptotische Signaltransduktion wirkt. Gleichzeitig fördert sie die Proliferation von Zellen.  
Bei der phosphorylierten AKT-Kinase war eine deutliche Steigerung der Aktivität durch 
PDGF unter Kontrollbedingungen erkennbar. Die gleichzeitige Anwesenheit anderer Wachs-
tumsfaktoren im Medium veränderte den Aktivierungszustand nicht wesentlich (Abbildung 
13). 
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Nachweis der Aktivierung intrazellulärer Signalproteine durch verschiedene Wachstumsfaktoren und Wachs-
tumsfaktorgemische mit PDGF in humanen RPE-Zellen im Western-Blot. Das erste Medium ist unbehandelt, das 
zweite wurde mit PGDF stimuliert. Die Inkubationszeit mit den Wachstumsfaktoren betrug 10 Minuten. Darge-
stellt sind repräsentative Western-Blots der unphosphorylierten Formen von Akt (oben), und der phosphorylier-
ten (aktivierten) Form (unten).  
 
Im Experiment zeigte sich, dass die Wachstumsfaktoren unter Kontrollbedingungen keine 
Aktivitätserhöhung der phospho-AKT-Kinase bewirken. Dies könnte bedeuten, dass die Stei-
gerung der Aktivität nur durch PDGF bewirkt wird. 
 
4.5 Regulation der mRNA-Expression verschiedener Kollagene 
4.5.1 Expression der mRNA für Kollagen I, III und IV durch humane RPE-Zellen 
 
Ein charakteristisches Merkmal proliferativer Augenerkrankungen wie der PVR und der PDR 
ist die Ausbildung epiretinaler Traktionsmembranen. Zu den Bestandteilen dieser Membranen 
zählen neben den zellulären Elementen auch Komponenten der Extrazellulärmatrix (EZM), 
wie Kollagene, Fibronektin, Laminin, Thrombospondin und Vitronektin (Heidenkummer et 
al., 1991; Esser et al., 1991).  
Diese EZM-Bestandteile sind wegen ihrer stimulierenden Eigenschaften auf das Zellwachs-
tum, die Migration und Zelladhäsion eng mit der Entwicklung der Traktionsmembranen ver-
bunden (Smith-Thomas et al., 1996). Deshalb wurde untersucht, ob die mRNA-Expression für 
die Kollagene I, III und IV bei kultivierten RPE-Zellen durch verschiedene Wachstumsfakto-
ren verändert wird.  
Zunächst wurde mittels PCR analysiert, ob RPE-Zellen die mRNA für die verschiedenen Kol-
lagentypen exprimieren. Dabei wurde festgestellt, dass unstimulierte, kultivierte RPE-Zellen 
die mRNA der untersuchten Kollagene konstitutiv exprimieren (Abbildung 14). 
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Abbildung 14:  
Nachweis der Expression der mRNA für verschiedene Kollagene in kultivierten humanen RPE-Zellen mittels 
PCR. Die GAPDH wurde als Kontrolle für die Qualität der RNA parallel amplifiziert. NK-Negativkontrolle. 
Hier wurde anstelle der cDNA RNase freies Wasser eingesetzt. 
 
Zudem konnte festgestellt werden, dass unstimulierte RPE-Zellen die mRNA der untersuchten 
Kollagentypen auf unterschiedlichem Niveau exprimieren. In Abbildung 15 ist die relative 
Anzahl (normalisiert gegen GAPDH) der Zyklen dargestellt, die notwendig ist, um mittels 
Real-Time-PCR die mRNA für Kollagen I, III und IV zu detektieren. Eine geringere Zyklen-
zahl bedeutet ein höheres Expressionsniveau der entsprechenden mRNA. 
Für kultivierte humane RPE-Zellen konnte folgendes Mengenverhältnis für die untersuchten 
Kollagen-mRNAs ermittelt werden:   
Koll I > Koll III > Koll IV. 
 
Abbildung 15: 
Expression der mRNA der Gene für verschiedene Kollagene in 
kultivierten humanen RPE-Zellen. Dargestellt ist die relative An-
zahl (normalisiert gegen GAPDH) der Zyklen, die notwendig ist, 
um mittels Real-Time-PCR das jeweilige Produkt zu detektieren. Je 
kleiner der ΔCT-Wert, desto stärker ist die Expression der mRNA.  
Gezeigt sind Mittelwerte der ΔCT-Werte aus Versuchen mit cDNA 
aus RPE-Zellen aus 7 verschiedenen Spenderaugen. Gezeigt sind 







Eine wichtige Voraussetzung für die oben getroffene Aussage ist, dass die Effizienzen der 
PCR-Reaktionen mit den verschiedenen Primern vergleichbar sind. Deshalb wurden die Effi-
zienzen der PCR-Reaktionen für die speziellen Primer ermittelt (Abbildung 16).  
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Dafür wurde cDNA in verschiedenen Konzentrationen (50, 5, 0,5 und 0,05 ng cDNA) für die 
PCR-Reaktion eingesetzt. Die errechneten Effizienzen differieren nur sehr gering (EGAPDH = 
2,00; EKoll I = 2,12; EKoll III= 2,05; EKoll IV= 2,15). Somit ist der Vergleich der verschiedenen 




Ermittlung der Effizienzen der PCR-
Reaktionen durch unterschiedliche Verdün-
nungsstufen (50 ng; 5 ng; 0,5 ng; 0,05 ng) 
der eingesetzten cDNA. Gezeigt sind Mit-
telwerte aus 3 unabhängigen Versuchen mit 







4.5.2 Effekt von Wachstumsfaktoren auf die mRNA-Expression von Kollagenen bei RPE-
Zellen  
 
In den weiteren Experimenten wurde der Frage nachgegangen, ob und inwieweit verschiedene 
Wachstumsfaktoren und deren Kombinationen einen Einfluss auf die Expression von mRNA 
für die Kollagene I, III und IV haben. Dafür wurden die RPE-Zellen 24 Stunden in Anwesen-
heit der Wachstumsfaktoren bzw. Gemische aus Wachstumsfaktoren kultiviert. Die Gesamt-
RNA wurde isoliert und die cDNA synthetisiert. Anschließend wurden Real-Time-PCR Ana-
lysen durchgeführt.  
 
4.5.2.1 Kollagen I 
 
Mit den folgenden Experimenten sollte die Wirkung verschiedener Wachstumsfaktoren auf 
die mRNA-Expression von Kollagen I (Abbildung 17) untersucht werden. Die stärkste und 
signifikante Erhöhung der Koll I-mRNA-Expression im Vergleich zur unbehandelten Kon-
trolle wurde durch beide TGF-ß-Isoformen (TGF-ß2: 2,33 ± 0,41-fach; TGF-ß1: 1,78 ± 0,10-
fach) bewirkt. PTN (1,22 ± 0,35) und PlGF (0,98 ± 0,31) hatten keinen Effekt auf die Expres-
sion der Koll I-mRNA. Die Kultivierung der RPE-Zellen in Anwesenheit von PDGF (0,6 ± 
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0,09-fach) und  BMP-4 (0,73 ± 0,09-fach) führte in den RPE-Zellen zu einer signifikanten 
Verringerung der Menge an Kollagen I-mRNA.  
Nun erschien es untersuchenswert, ob und wenn ja welche Wirkung die Wachstumsfaktoren 
in Kombination mit PDGF (Abbildung 17) haben. Für keines der untersuchten Wachstums-
faktorgemische konnte ein signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle festgestellt 
werden. Dagegen konnten beim Vergleich der Ergebnisse der Wachstumsfaktorgemische mit 
den Einzelstimulationen (z.B. Ergebnis der TGF-ß1-Stimulation mit der Kombination aus 
TGF-ß1 + PDGF) signifikante Unterschiede festgestellt werden. Das Expressionsniveau der 
Koll I-mRNA wurde durch die Kultivierung der RPE-Zellen in Anwesenheit von PDGF + 
TGF-ß1 (1,35 ± 0,28-fach) bzw. PDGF + TGF-ß2 (1,00 ± 0,14-fach) im Vergleich zur ent-
sprechenden Einzelstimulation signifikant reduziert. Diese Daten zeigen, dass PDGF einen 
hemmenden Einfluss auf die durch die TGF-ß-Isoformen induzierte Steigerung der Koll I-
mRNA Expression ausübt. 
 
Abbildung 17: 
Regulation der mRNA-Expression 
von Kollagen I durch verschiedene 
Wachstumsfaktoren bzw. Gemische 
aus diesen Faktoren bei humanen 
RPE-Zellen. Die Wachstumsfakto-
ren wurden jeweils in einer Kon-
zentration von 10 ng/ml dem Me-
dium zugesetzt. Die RPE-Zellen 
wur-den 24h stimuliert. Die Kon-
trollen blieben unbehandelt. Die 
jeweiligen Werte sind Mittelwerte 
± Stan-dardfehler aus 3 bis 5 Real-
Time-PCR Experimenten mit RPE-
Zellen aus verschiedenen Spende-
raugen. Signifikante Unterschiede 
zur Kon-trolle bzw. zur Stimulation 
mit dem entsprechenden Wachs-
tumsfaktor: ● P<0,05 und 
●●P<0,01.  
 
4.5.2.2 Kollagen III 
 
In den verschiedenen Versuchen wurde getestet, inwieweit Wachstumsfaktoren und Wachs-
tumsfaktorkombinationen die Expression der Kollagen III-mRNA bei humanen RPE-Zellen 
beeinflussen (Abbildung 18). TGF-ß1 (1,64 ± 1,06.fach), TGF-ß2 (1,31 ± 0,81-fach) und 
PlGF (1,48 ± 0,45-fach) zeigten im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle im Mittel eine 
minimale Steigerung der Koll III-mRNA-Expression. Aufgrund der großen Unterschiede zwi-
schen den Resultaten der Einzelexperimente ist diese Erhöhung nicht signifikant. Die Fakto-
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ren PDGF (0,28 ± 0,05-fach) und BMP-4 (0,38 ± 0,04-fach) zeigten im Vergleich zur Kon-
trolle eine signifikante Verringerung der Kollagenexpression, während PTN (0,77 ± 0,29-
fach) die Expression nicht signifikant beeinflusste. 
Bei den anschließenden Experimenten wurden die RPE-Zellen in Anwesenheit von Wachs-
tumsfaktorgemischen kultiviert. Danach wurde festgestellt, dass durch die Kombination aus 
TGF-ß1 + PDGF (0,22 ± 0,08-fach) und TGF-ß2 + PDGF (0,31 ± 0,1-fach) die Expression 
der Kollagen III-mRNA bei den RPE-Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle signi-
fikant reduziert wurde. Für das Gemisch PlGF + PDGF konnte kein signifikanter Unterschied 
zur unbehandelten Kontrolle mehr ermittelt werden. 
 
Abbildung 18: 
Regulation der mRNA-Expression 
von Kollagen III durch verschiede-
ne Wachstumsfaktoren bzw. Gemi-
sche aus diesen Faktoren bei hu-
manen RPE-Zellen. Die Wachs-
tumsfaktoren wurden jeweils in 
einer Konzentration von 10 ng/ml 
dem Medium zugesetzt. Die Zellen 
wurden 24 Stunden stimuliert. Die 
Kontrollen blieben unbehandelt. 
Die jeweiligen Werte sind Mittel-
werte ± Standardfehler aus 3 bis 5 
Real-Time-PCR Experimenten mit 
RPE-Zellen aus verschiedenen 
Spenderaugen. Signifikante Unter-
schiede zur Kontrolle: ●●P<0,01 
und ●●● P<0,001.  
 
4.5.2.3 Kollagen IV 
 
Da Kollagen IV, zusammen mit Laminin, Entactin und Perlecan, die Basalmembran bildet, 
wurde es ebenfalls in den Versuchen mit einbezogen. 
In Abbildung 19 ist der typische Verlauf eines Real-Time-PCR-Experiments dargestellt. 
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Typisches Real-Time-PCR Experiment zum Nachweis der Expression der mRNA für Koll IV. Die mRNA für 
GAPDH diente zur Normalisierung der Ergebnisse. Die cDNA für dieses Experiment wurde aus RPE-Zellen der 
unbehandelten Kontrolle, sowie nach TGF-ß2-Stimulation und nach der PDGF-Stimulation (jeweils 10 ng/ml) 
für 24 Stunden gewonnen.  
 
Die Anzahl der Zyklen bis zum Überschreiten des Schwellenwerts (threshold Position) für die 
Amplifikation des Housekeeping Gens (GAPDH) ist für die analysierten Proben gleich (~ 16 
Zyklen).  
Im Falle der mRNA für Kollagen IV ist ein deutlicher Unterschied zwischen der Kontrolle 
(offenes graues Quadrat) und den mit PDGF bzw. TGF-ß2 behandelten Proben (offenes rotes 
bzw. blaues Quadrat) erkennbar. Der Schwellenwert wurde mit der cDNA aus der mit TGF-
ß2-behandelten Probe eher überschritten als mit der cDNA aus der Kontrolle. Dies bedeutet, 
dass in den mit TGF-ß2 stimulierten Zellen mehr Kollagen IV-mRNA vorhanden war als in 
der unbehandelten Kontrolle. Im Gegensatz dazu wird der Schwellenwert mit der cDNA aus 
der PDGF-behandelten Probe (offenes blaues Quadrat) später überschritten, somit war in die-
ser Probe weniger Kollagen IV-mRNA enthalten. 
Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen, dass die Inkubation der RPE-Zellen in Anwesen-
heit von TGF-ß1 (3,87 ± 0,25-fach) bzw. TGF-ß2 (4,46 ± 0,99-fach) die Menge an Kollagen-
IV-mRNA in den RPE-Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle signifikant erhöhten, 
während PDGF (0,4 ± 0,03-fach) bzw. BMP-4 (0,6 ± 0,13-fach) die Expression signifikant 
senkte. Die Faktoren PTN (1,19 ± 0,25-fach) und PlGF (0,99 ± 0,37-fach) hatten keinen Ein-
fluss auf die Expression von Kollagen IV- mRNA.   
Auch wurde untersucht, ob – analog der Experimente für Kollagen I und III – eine Kombina-
tion der Wachstumsfaktoren mit PDGF die Expression von Kollagen IV beeinflussen kann 




















Regulation der mRNA-Expression von Kollagen IV durch verschiedene Wachstumsfaktoren bzw. Gemische aus 
diesen Faktoren bei humanen RPE-Zellen. Die Zellen wurden 24 Stunden stimuliert. Die Kontrollen blieben 
unbehandelt. Die jeweiligen Werte sind Mittelwerte ± Standardfehler aus 3 bis 5 Real-Time-PCR Experimenten 
mit RPE-Zellen aus verschiedenen Spenderaugen. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle bzw. zur Stimulation 
mit dem entsprechenden Wachstumsfaktor: ● P<0,05 und ●●P<0,01 ●●● P<0,001.  
 
Die Kultivierung der RPE-Zellen in Anwesenheit der Wachstumsfaktorkombinationen aus 
TGF-ß1 + PDGF (2,1 ± 0,49-fach) und TGF-ß2 + PDGF (2,5 ± 0,6-fach) ergab im Vergleich 
zur unbehandelten Kontrolle einen signifikanten Anstieg der Expression der Kollagen IV-
mRNA. Die Zugabe von PDGF reduzierte die TGF-ß induzierte Koll IV-mRNA-Expression 
signifikant (Abbildung 19). BMP-4 (0,86 ± 0,33), PTN (0,84 ± 0,24) und PlGF (0,96 ± 0,36) 
in Kombination mit PDGF beeinflussten die Expression weder im Vergleich zur unbehandel-
ten Kontrolle noch im Vergleich zur Stimulation mit BMP-4, PTN bzw. PlGF allein. PDGF 
scheint auch hier einen hemmenden Einfluss auf die durch die TGF-ß-Isoformen induzierte 
Steigerung der Kollagen IV-mRNA-Expression bei den RPE-Zellen auszuüben. Warum durch 
die Kombination aus PDGF und BMP-4 kein Unterschied mehr zur unbehandelten Kontrolle 
festzustellen war, obwohl beide Faktoren unter Kontrollbedingungen die Kollagen IV-mRNA 
signifikant verringerten, bleibt zu untersuchen. 
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Die initialen Ereignisse bei einer PVR sind Verletzungen an der Netzhaut, die im weiteren 
Verlauf zu einer Netzhautablösung führen. Zytokine und Wachstumsfaktoren spielen bei der 
Initiation und beim Fortschreiten dieser Erkrankung eine wesentliche Rolle. Ihre Bedeutung 
wird durch die umfangreiche Forschung auf diesem Gebiet unterstrichen. Deshalb sind Unter-
suchungen zur Wirkung dieser Faktoren auf die Eigenschaften retinaler Zellen besonders 
wichtig, um aus den Erkenntnissen Rückschlüsse für neue Therapiemöglichkeiten zu ziehen.  
Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen, inwieweit Wachstumsfaktoren und deren Kombinatio-
nen Einfluss auf die Proliferation und Migration, die VEGF-Sekretion, die Aktivierung von 
Signalwegen und die mRNA-Expression von Kollagenen bei kultivierten humanen retinalen 
Pigmentepithelzellen haben. Ein besonderes Augenmerk wurde dabei auf die Regulation der 
TGF-ß-induzierten VEGF-Sekretion bei den Pigmentepithelzellen gelegt.  
Die Untersuchungen führten zu folgenden Erkenntnissen: Die Kultivierung von RPE-Zellen 
in Anwesenheit des Wachstumsfaktors PDGF steigerte die Proliferations- und Migrationsrate. 
Die VEGF-Sekretion und die TGF-ß1-Synthese wurden ebenfalls durch das Einwirken dieses 
Faktors erhöht. Auch auf den Aktivierungsprozess intrazellulärer Signalwege hatte PDGF 
einen positiven Einfluss. Demgegenüber wirkte PDGF hemmend auf die mRNA-Expression 
von Kollagenen (Kollagen I, III, IV).  
Die Wachstumsfaktoren TGF-ß1 und -ß2 hingegen wirkten hemmend auf die Proliferation 
und hatten nur einen geringen Einfluss auf die Migration. Auf die mRNA-Expression von 
Kollagenen (Kollagen I, III, IV) konnte eine induzierende Wirkung festgestellt werden.  
Ebenso wie durch PDGF wird durch TGF-ß die VEGF-Sekretion gesteigert. In Kombination 
bewirkten PDGF und TGF-ß eine additive Erhöhung der VEGF-Sekretion.  
Der Wachstumsfaktor VEGF hat keinen Einfluss auf die Proliferation und Migration.  
 
5.1 Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren auf zelluläre Eigenschaften der RPE-Zellen 
5.1.1 Proliferation  
 
Zu Beginn und während der verschiedenen Stadien der proliferativen Vitreoretinopathie 
kommt es zur Proliferation retinaler Pigmentepithelzellen. Dieser entscheidende Vorgang 
wird durch verschiedene Wachstumsfaktoren und deren gegenseitige Interaktionen beein-
flusst. Nach dem Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke wandern die unterschiedlichen 
humoralen und zellulären Bestandteile des Blutes in den Glaskörper. Verschiedene Wachs-
Diskussion 
Seite | 55 
 
tumsfaktoren, wie zum Beispiel HGF (Mitamura et al., 2000) und MCP-1 (Mitamura et al., 
2002a), konnten im Glaskörper nachgewiesen werden.  
In den vorgestellten Experimenten wurden die verschiedenen Wirkungen von BMP-4, PlGF-
2, PTN, PDGF, TGF-ß und VEGF auf die Proliferation untersucht.  
Zunächst wurde untersucht, ob und wenn ja welchen Einfluss die Wachstumsfaktoren BMP-4, 
PlGF-2, PTN und PDGF in welcher Konzentration auf die Proliferation der humanen RPE-
Zellen haben. Beim Faktor PDGF wurde eine signifikante Erhöhung der Proliferationsrate bei 
einer Konzentration von ≥1 ng/ml ermittelt. Ähnliche Ergebnisse wurden bereits von Kaven et 
al. (2000) und Hollborn et al. (2004b) beschrieben und konnten hier bestätigt werden. Spraul 
et al. (2004) beschreiben einen proliferationsinduzierenden Effekt durch PDGF auch für bovi-
ne RPE-Zellen.  
Bei den Faktoren PTN und PlGF-2 zeigte sich ein hemmender Effekt auf die Proliferation, 
wobei diese Wirkung von PlGF-2 erst bei einer Konzentration von 100 ng/ml signifikant war. 
Für PTN wurde eine Verringerung der Proliferationsrate festgestellt, der Effekt ist jedoch 
nicht als signifikant anzusehen. Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass die TGF-ß-
Isoformen die Proliferation hemmen (Baird et al., 1986). Dieser hemmende Effekt konnte in 
unseren Untersuchungen ebenfalls nachgewiesen werden.  
Für den Wachstumsfaktor VEGF konnte keine Wirkung auf die mitogenen Eigenschaften der 
RPE-Zellen nach 24 Stunden beobachtet werden. In der Literatur existieren unterschiedliche 
Angaben über die Wirkung von VEGF auf die Proliferation. Während Kaven et al. (2000) 
eine signifikante Erhöhung der Proliferationsrate nach 36 Stunden Stimulation nachweisen 
konnten, beschreiben Amann et al. (2000) einen signifikant hemmenden Effekt bei bovinen 
RPE-Zellen. Im Unterschied zu den hier durchgeführten Experimenten verwendeten Kaven et 
al. (2000) RPE-Zellen der Passagen 5 bis 7, während für unsere Experimente die RPE-Zellen 
nur bis zur Passage 5 eingesetzt wurden. Der Grund für den Einsatz niedrig passagierter Zel-
len war, dass sich RPE-Zellen durch die Kultivierung verändern. Sie verlieren ihre spezifi-
schen Eigenschaften und dedifferenzieren (Alge et al., 2003). Hecquet et al. (2002) wiederum 
demonstrierten nach sechs Tagen Stimulationsdauer einen geringen mitogenen Einfluss bei 
humanen RPE-Zellen, während für eine dreitägige Kultivierung in Anwesenheit von VEGF 
kein Effekt nachgewiesen werden konnte.  
Weiterhin wurde untersucht, welche Veränderungen im Proliferationsverhalten bei RPE-
Zellen zu beobachten sind wenn, sie in Anwesenheit von Kombinationen aus Wachstumsfak-
toren kultiviert werden. Der Schwerpunkt lag auf der Untersuchung von Effekten verschiede-
ner Wachstumsfaktoren auf die mitogene Wirkung des PDGF.  
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Keinen Einfluss auf die durch PDGF induzierte Proliferationserhöhung hatten die Faktoren 
VEGF, BMP-4, PTN oder PlGF-2. Die zahlenmäßige Steigerung der Proliferationsrate durch 
die Kultivierung in Anwesenheit der Zytokinkombinationen entspricht der durch PDGF indu-
zierten Erhöhung. Da gezeigt wurde, dass BMP-4, PTN bzw. PlGF-2 unter Kontrollbedingun-
gen die mitogenen Eigenschaften der RPE-Zellen nicht verändern, ist davon auszugehen, dass 
die Erhöhung der Proliferationsrate ausschließlich durch PDGF vermittelt wurde. 
Die Kombination von PDGF mit den TGF-ß-Isoformen zeigte im Vergleich zur unbehandel-
ten Kontrolle einen gering stimulierenden, aber nicht signifikanten Effekt auf die Proliferation 
der RPE-Zellen. Beim Vergleich mit der PDGF-induzierten Proliferation konnte eine signifi-
kante Verringerung der Proliferationsrate durch die zusätzliche Anwesenheit von TGF-ß1 
bzw. TGF-ß2 in Medium nachgewiesen werden. Dieser hemmende Effekt von TGF-ß wurde 
bereits von Kaven et al. (2000) beschrieben und konnte durch unsere Untersuchungen bestä-
tigt werden. 
Ito et al. (1992) untersuchten die Ursache für den hemmenden Einfluss des TGF-ß. Die Auto-
ren beschreiben, dass TGF-ß den Zellzyklus von Epithelzellen in der G1-Phase durch die 
„down“-Regulation von verschiedenen Zellzyklus-abhängigen Proteinkinasen stoppt. Diese 
Hypothese wurde durch Lebek et al. (1997) für kultivierte humane RPE-Zellen bestätigt. So-
mit ist anzunehmen, dass durch den hemmenden Einfluss der TGF-ß-Isoformen die Induktion 
der Proliferation bei RPE-Zellen durch PDGF verringert wird. Daneben könnte dieser Effekt 
auch auf die Aktivierung verschiedener intrazellulärer Signalwege durch die TGF-ß-
Isoformen bzw. PDGF hindeuten. Das TGF-ß-Signal wird unter anderem über den Smad-
Signalweg vermittelt (Moustakas et al., 2001), während für den mitogenen Effekt des PDGF 
die Aktivierung des MEK-ERK1/2-Signalwegs von Bedeutung ist (Hollborn et al., 2006). Die 
Aktivierung von verschiedenen Signalwegen könnte den hemmenden Einfluss von TGF-ß auf 




Die Migration spielt auch bei der Entstehung der proliferativen Vitreoretinopathie eine bedeu-
tende Rolle. Nach einer Netzhautablösung kommt es bei der PVR zur Bildung eines Foramens 
und zur Störung der Blut-Retina-Schranke. Die daraus resultierende Milieuänderung inner-
halb des Glaskörpers bietet die Möglichkeit zur Einwanderung humaner retinaler Pigmentepi-
thelzellen und von Bestandteilen des Blutes in den Vitreous. Verschiedene Wachstumsfakto-
ren beeinflussen die motogenen Eigenschaften der retinalen Zellen positiv oder negativ. 
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Zunächst wurde die Veränderung des Migrationsverhaltens in Abhängigkeit der eingesetzten 
Dosis der Faktoren PDGF, PlGF-2, VEGF, TGF-ß1, TGF-ß2 sowie PTN und BMP-4 unter-
sucht. Ähnlich wie bei der Proliferation, zeigte PDGF bei einer Konzentration von > 1 ng/ml 
eine signifikante Erhöhung der Migrationsrate.  
Der Faktor PlGF-2 bewirkte eine deutliche Steigerung bei einer Konzentration von > 0,01 
ng/ml, die TGF-ß-Isoformen und VEGF hatten lediglich einen geringen Einfluss auf die mo-
togenen Eigenschaften der RPE-Zellen. Das deutet daraufhin, dass PDGF, PlGF-2, VEGF 
sowie die TGF-ß-Isoformen das Migrationsverhalten der RPE-Zellen stimulieren und damit 
eine Rolle bei der Initiation der RPE-Zell-Migration sowie der Ausbildung der PVR spielen. 
In Kombination mit PDGF zeigten alle Faktoren eine deutliche Zunahme der Migrationsrate, 
die sich jedoch nicht von der PDGF-induzierten Migration unterschied. Unsere Ergebnisse 
bestätigen die Untersuchungen von Hinton et al. (1998) und Hollborn et al. (2006), die eben-
falls durch PDGF eine Erhöhung der Migrationsrate bei RPE-Zellen ermittelt haben. Von al-
len untersuchten Faktoren erwies sich PDGF als das stärkste motogene Stimulanz für die 
RPE-Zellen, wodurch diesem Faktor eine wichtige Rolle bei der Entstehung der PVR zuzu-
schreiben ist.  
Keine der untersuchten Kombinationen mit anderen Wachstumsfaktoren bewirkte eine Ände-
rung der durch PDGF induzierten Erhöhung der Migrationsrate.  
Diese Ergebnisse tragen zum besseren Verständnis von Wachstumsfaktor-induzierten Verän-
derungen der mitogenen als auch motogenen Eigenschaften von humanen RPE-Zellen bei.  
 
5.2 Wirkung verschiedener Wachstumsfaktoren und deren Kombinationen auf die VEGF-
Sekretion durch RPE-Zellen 
 
Im menschlichen Körper lassen sich mehrere Isoformen des Wachstumsfaktors VEGF nach-
weisen. Dieser Faktor hat verschiedene Funktionen: Er ist ein Vermittler der Angiogenese 
(Kvanta et al., 1996), und seine Isoform VEGF-A spielt bei der Pathoangiogenese eine bedeu-
tende Rolle (Allikmets et al., 1999). Auch wurde der Faktor in den Traktionsmembranen bei 
der proliferativen Vitreoretinopathie nachgewiesen (Armstrong et al., 1998). Bei verschiede-
nen Augenerkrankungen, wie zum Beispiel bei der proliferativen diabetischen Retinopathie, 
spielt der Wachstumsfaktor eine wichtige Rolle (Boulton et al., 1998).  
Ziel unserer Experimente war es, den Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren sowie deren 
Kombinationen auf die VEGF-Sekretion bei humanen RPE-Zellen zu ermitteln. Zu den aus-
gewählten Faktoren gehörten die TGF-ß-Isoformen, PDGF, BMP-4, PTN und PlGF.  
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Von PDGF ist bekannt, dass es für die Entstehung fibrovaskulärer Erkrankungen am Auge 
verantwortlich (Nagineni et al., 2005) und durch Aktivierung der intrazellulären Signalwege 
MAPK und PI3K am Entstehungsprozess der PVR beteiligt ist (Bando et al., 2006). Die pa-
thologische Angiogenese der diabetischen Retinopathie wird durch BMP-4 beeinflusst, indem 
der Faktor die VEGF-Sekretion der retinalen Pigmentepithelzellen stimuliert (Vogt et al., 
2006). Zusammen mit VEGF ist PlGF verantwortlich für choroidale Neovaskularisationen 
(Radic et al., 2003). Somit ist PlGF ebenfalls einer der Stimulatoren der Angiogenese. Daher 
erschien es bei der Planung der Experimente wichtig, beide Faktoren in die Untersuchungen 
mit einzubeziehen. 
Es konnte gezeigt werden, dass die beiden TGF-ß-Isoformen signifikant die VEGF-Sekretion 
bei den RPE-Zellen erhöhten. Auch PDGF zeigte eine signifikante Erhöhung der VEGF-
Synthese, die aber deutlich unter der der TGF-ß-Isoformen lag. Die TGF-ß-Isoformen konn-
ten als stärkste Induktoren der VEGF-Sekretion bei humanen RPE-Zellen identifiziert werden. 
Pertovaara et al. (1994) und Nagineni et al. (2003) beschreiben ebenfalls diese Erhöhung der 
VEGF-Sekretion durch die TGF-ß-Isoformen. Allerdings handelt es sich bei dem von Perto-
vaara et al. (1994) untersuchten Zellen nicht um RPE-Zellen, sondern um eine Auswahl fibro-
blastischer und epithelialer Zellen.  
Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen beobachteten Nagineni et al. (2003) bei den humanen 
RPE-Zellen keine wesentliche Veränderung der VEGF-Sekretion durch den Faktor PDGF. 
Dies könnte durch die unterschiedliche Inkubationszeit der Wachstumsfaktoren bedingt sein.  
Die Autoren inkubierten die humanen RPE-Zellen 24 Stunden mit dem Faktor PDGF, wäh-
rend in unseren Experimenten die Inkubationszeit lediglich sechs Stunden betrug. Da durch 
unsere Untersuchungen eine mitogene Wirkung des PDGF nachgewiesen wurde, wurde hier 
eine kürzere Stimulationszeit gewählt. Ziel war es, Unkorrektheiten zu vermeiden, die durch 
die Stimulation der Proliferationsrate durch verschiedene Faktoren, wie zum Beispiel PDGF, 
über einen längeren Zeitraum entstehen könnten. Weiterhin verwendeten Nagineni et al. 
(2003) RPE-Zellen der Passagen 6 bis 12, während wir die RPE-Zellen nur bis zur Passage 5 
für unsere Experimente einsetzten. Auch dies könnte zu den unterschiedlichen Ergebnissen 
geführt haben. 
Die Faktoren BMP-4 und PlGF-2 hatten in unserer Experimentreihe keinen Einfluss auf die 
VEGF-Sekretion. Der Faktor PTN wirkte als einziger signifikant hemmend auf die VEGF-
Sekretion.  
Auch hier wurde die Wirkung von Gemischen einzelner Wachstumsfaktoren mit PDGF und 
den TGF-ß-Isoformen untersucht. In Kombination mit PDGF konnte eine signifikante Erhö-
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hung der VEGF-Sekretion durch TGF-ß beobachtet werden. Da diese Steigerung signifikant 
höher ist als die Sekretionssteigerung durch die TGF-ß-Isoformen unter Kontrollbedingungen, 
deutet dies auf eine additive Wirkungssteigerung hin. Dieser Effekt könnte durch die Aktivie-
rung verschiedener Signaltransduktionswege durch TGF-ß bzw. PDGF erklärt werden.  
Die Kombinationen der anderen Faktoren (PTN, PlGF bzw. BMP-4) mit PDGF ergaben eben-
falls eine Erhöhung der VEGF-Sekretion, die aber auf dem Niveau des PDGF-Ausgangswerts 
lag. Da durch BMP-4 bzw. PlGF unter Kontrollbedingungen keine Veränderungen bzw. durch 
PTN eine leichte Verringerung nachgewiesen wurde, kann die Verstärkung der VEGF-
Sekretion in den Gemischen allein auf die Wirkung von PDGF zurückgeführt werden. 
Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob eine Steigerung der VEGF-Sekretionsrate durch 
Kombination der Faktoren BMP-4, PTN und PlGF mit den TGF-ß-Isoformen erreicht werden 
kann. Alle Faktoren zeigten in Kombination mit TGF-ß1 einen signifikanten Sekretionsan-
stieg, der jedoch im Bereich der TGF-ß-Werte des Ausgangsexperiments lag. Somit scheinen 
diese Wachstumsfaktoren keinen Einfluss auf die TGF-ß1 induzierte VEGF-Sekretion bei den 
RPE-Zellen zu haben.  
Bei den TGF-ß2-Wachstumsfaktor-Gemischen konnte ein signifikanter Unterschied zur un-
behandelten Kontrolle beobachtet werden. Die Veränderung in Bezug auf die TGF-ß2 indu-
zierte VEGF-Sekretion war nicht signifikant, so dass von einer Erhöhung der VEGF-
Sekretion allein durch TGF-ß2 ausgegangen werden muss. Auch hier scheinen diese Wachs-
tumsfaktoren keinen Einfluss auf die TGF-ß2 induzierte VEGF-Sekretion zu haben. Auch 
dieser Effekt ist nicht überraschend, da wie bereits erwähnt, PTN, PlGF und BMP-4 unter 
Kontrollbedingungen keinen Einfluss auf die VEGF-Sekretion bei den RPE-Zellen zeigten. 
In der vorliegenden Arbeit konnte nachwiesen werden, dass TGF-ß1 und TGF-ß2 die stärks-
ten Induktoren der VEGF-Sekretion bei kultivierten RPE-Zellen sind. Es gibt jedoch Untersu-
chungen, die TGF-ß2 als den einzigen induzierenden Faktor beschreiben (Bian et al., 2007), 
allerdings wurde in diesen Experimenten TGF-ß1 nicht berücksichtigt.  
Eine Steigerung der VEGF-Sekretion ist jedoch mit vielfältigen negativen Auswirkungen ver-
bunden, da der Faktor die Gefäßdurchlässigkeit erhöht (Roberts et al., 1995) und die patholo-
gische Angiogenese vorantreibt (Kvanta et al., 1996; Kliffen et al., 1997). Bei Erkrankungen 
des Auges, die mit einer Erhöhung der Gefäßdurchlässigkeit assoziiert sind, wie bei der al-
tersabhängigen Makuladegeneration (AMD) (Kvanta A et al., 1996), ist eine pathologische 
Erhöhung der VEGF-Sekretion beschrieben worden. Neben der bereits bekannten VEGF-
induzierenden Wirkung der Hypoxie (Kuroki et al., 1996) zeigten unsere Experimente, dass 
die Wachstumsfaktoren PDGF und die TGF-ß-Isoformen signifikante Induktoren der VEGF-
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Sekretion sind. Eine Kombination beider Faktoren führte nochmals zu einer additiven Erhö-
hung der Sekretion.  
Die Ergebnisse weisen daraufhin, dass die TGF-ß-Isoformen und PDGF als kritische Faktoren 
bei der Bildung neuer Gefäße anzusehen sind. Gefäßneubildungen beeinflussen die Struktur 
und Funktion der Netzhaut negativ. In Bezug auf die Entwicklung von neuen Therapiemög-
lichkeiten könnten sich unsere Ergebnisse als wichtig erweisen. 
 
5.3 Einfluss einiger Wachstumsfaktoren auf die TGF-ß1 bzw. TGF-ß2-Sekretion 
 
TGF-ß1 und TGF-ß2 sind die am häufigsten vorkommenden TGF-ß-Isoformen im Auge, spe-
ziell in der Retina (Guerin et al., 2001). Deshalb wurde in unseren Experimenten ein besonde-
res Augenmerk auf diese Faktoren und ihre Interaktionen mit anderen Wachstumsfaktoren bei 
humanen RPE-Zellen gelegt. Bian et al. (2007) zeigen in ihren Experimenten, dass der 
Wachstumsfaktor TGF-ß2 die VEGF-mRNA-Expression induziert. Während der Wundhei-
lungsprozesse steigert TGF-ß die Zellmigration des Cornealephitels (Saika et al., 2004), es 
wird in hoher Konzentration bei der proliferativen Vitreoretinopathie (Tanihara et al., 1993) 
oder der diabetischen Retinopathie (Hollborn et al., 2005) beobachtet.  
In unseren Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Kultivierung der RPE-Zellen in 
Anwesenheit von PDGF zu einer Erhöhung der VEGF-Produktion führte. Daher liegt die 
Vermutung nahe, dass die PDGF-induzierte VEGF-Sekretion auch durch autokrin sezerniertes 
TGF-ß vermittelt werden könnte. Verschiedene Autoren haben in ihren Experimenten beob-
achtet, dass die RPE-Zellen eigenständig TGF-ß (vor allem TGF-ß2) exprimieren können 
(Tanihara et al., 1993). Deshalb wurde der Einfluss von PDGF auf die TGF-ß1- und TGF-ß2-
Sekretion bei RPE-Zellen untersucht. Die Wachstumsfaktoren HB-EGF, VEGF und bFGF, 
die bei der Entstehung pathologischer Veränderungen in der Netzhaut eine Rolle spielen, 
wurden ebenfalls in diese Untersuchungen einbezogen. 
Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Synthese von TGF-ß1 durch Kultivierung der RPE-Zellen 
in Anwesenheit von PDGF signifikant erhöht war. Die Synthese von TGF-ß2 blieb durch die 
Stimulation mit PDGF, HB-EGF, bFGF und VEGF unbeeinflusst. Somit könnte bei der 
PDGF-induzierten VEGF-Sekretion durchaus auch autokrin sezerniertes TGF-ß1 eine Rolle 
spielen, während die Beeinflussung durch autokrin sezerniertes TGF-ß2 bei RPE-Zellen eher 
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5.4 Nachweis der Aktivierung intrazellulärer Signalproteine 
 
Das Hauptaugenmerk bei der Aktivierung intrazellulärer Signalproteine wurde auf drei Prote-
inkinasen gelegt. Die MAP-Kinase ist an der Regulation der Apoptose und der Zellprolifera-
tion beteiligt, die p38-mitogenaktivierte Proteinkinase (p38MAPK) wiederum an der Regula-
tion von Zelldifferenzierung, Zellwachstum, Migration und dem programmierten Zelltod. Die 
Proteinkinase B (AKT-Kinase) ist ein Schlüsselenzym für wichtige intrazelluläre Signalwege, 
zu denen Apoptose, Proliferation, Differenzierungsprozesse und Stoffwechselprozesse zählen 
(Nicholson et al., 2002). 
In unseren Experimenten sind wir der Frage nachgegangen, inwieweit der MAPK-, der PI3K- 
und der p38MAPK-Signalweg durch Wachstumsfaktoren und deren Kombinationen in ihrer 
Aktivität beeinflusst werden.  
Zunächst wurden die MAPK- und p38MAPK-Signalwege untersucht. Sharma et al. (2003) 
ermittelten, das der p38MAPK-Signalweg bei der Migration und der ERK1/2-Signalweg Ak-
tivierung die Proliferation der Wundheilung eine Rolle spielt.  
Der MAPK-Signalweg und die p38MAPK zeigten durch die Kultivierung der humanen RPE-
Zellen in Anwesenheit der Wachstumsfaktoren PlGF, VEGF, BMP-4, TGF-ß1 und TGF-ß2 
keinen veränderten Aktivierungsgrad. Lediglich die Stimulierung mit PDGF führte zu einer 
starken Zunahme des Signals für die phosphorylierte Form der ERK1/2 und zu einer leichten 
Zunahme des Aktivierungsgrads der phosphorylierten p38MAPK. Daraus ist zu schließen, 
dass bei der Vermittlung des PDGF-Signals der MAPK bzw. p38MAPK-Signalweg von Be-
deutung ist. Dass der Wachstumsfaktor PDGF positiv auf die Aktivierung beider MAPK-
Signalwege wirkt, wurde bereits von Hollborn et al. (2006) beschrieben. Die Kombination mit 
anderen Faktoren ergab keine Veränderung der Intensität des Signals.  
Im Unterschied zu unseren Ergebnissen zeigten Kimoto et al. (2004), dass auch TGF-ß2 den 
ERK1/2 und den p38MAPK Signalweg aktiviert. Die Autoren inkubierten die RPE-Zellen 24 
Stunden mit dem Wachstumsfaktor TGF-ß2, während in unserem Experiment die Inkuba-
tionszeit nur zehn Minuten betrug. Weiterhin liegen Unterschiede zwischen den verwendeten 
RPE-Zelllinien vor. Während Kimoto et al. (2004) immortalisierte RPE-Zelllinien (ARPE 19) 
nutzten, wurden in unserem Experiment primäre RPE-Zellen verwendet. Beide Unterschiede 
könnten der Grund für die verschiedenen Ergebnisse sein. Moustakes et al. (2001) fanden in 
ihren Experimenten, dass die TGF-ß-Wirkung über den Smad-Signalweg vermittelt wird. 
Dieser Signalweg wurde in unsere Experimente jedoch nicht mit einbezogen.  
Ein weiterer Signalweg ist der PI3K/AKT-Weg, der während unserer Experimente untersucht 
wurde. Ähnlich wie bei den bereits untersuchten Signalwegen, zeigte die phoshorylierte AKT-
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Kinase eine Erhöhung des Phosphorylierungsgrades bei der Stimulation der RPE-Zellen mit 
PDGF. Diese Ergebnisse stimmen mit denen, die Hollborn et al. (2006) festgestellt haben, 
überein.  
Die untersuchten Signalwege werden unter den gewählten Bedingungen demnach maßgeblich 
durch den Faktor PDGF aktiviert und sind in die Vermittlung des PDGF-Signals involviert. 
Alle anderen untersuchten Wachstumsfaktoren veränderten den Aktivierungsgrad der analy-
sierten Signalproteine nicht. 
 
5.5 Regulation der mRNA-Expression der Kollagene I, III und IV 
 
Wichtige Bestandteile der epiretinalen Traktionsmembranen bei der proliferativen Vitreoreti-
nopathie sind Komponenten der extrazellulären Matrix. Heidenkummer et al. (1991) und Es-
ser et al. (1991) konnten Kollagene, Fibronektin, Laminin, Vitronektin und Thrombospondin 
nachweisen. Diese Bestandteile wirken stimulierend auf Zellwachstum, Migration und Zell-
adhäsion (Smith-Thomas et al., 1996). Die retinalen Pigmentepithelzellen verfügen über die 
Fähigkeit, extrazelluläres Material zu produzieren (Campochiaro et al., 1986; Martini et al., 
1992). In unseren Experimenten sollten die Wirkungen von Wachstumsfaktoren auf die Kol-
lagen-Expression untersucht werden. 
Mittels PCR wurde festgestellt, dass unstimulierte humane RPE-Zellen die mRNA der Kolla-
gene I, III und IV konstitutiv exprimieren. Aufgrund unterschiedlich starker Expression konn-
te folgendes relatives Mengenverhältnis der mRNA der Kollagentypen ermittelt werden:  
 
Kollagen I > Kollagen III > Kollagen IV. 
 
Die Faktoren TGF-ß1 und TGF-ß2 erhöhten die Kollagen I-mRNA-Expression signifikant, 
während PlGF und PTN keinen Einfluss auf diese hatten. Bei den Faktoren PDGF und BMP-
4 wurde eine signifikante Verringerung der Kollagen I-mRNA-Expression beobachtet.  
Weiterhin wurde auch hier die Wirkung der Wachstumsfaktorkombinationen (PDGF in Kom-
bination mit TGF-ß1, TGF-2, BMP-4, PTN oder PlGF) auf die Kollagen-I-mRNA-Expression 
untersucht. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle konnte für keine der untersuchten 
Kombinationen aus Wachstumsfaktoren ein signifikanter Unterschied festgestellt werden. 
Jedoch zeigte sich bei den Kombinationen PDGF mit TGF-ß1 und PDGF mit TGF-ß2 eine 
signifikante Reduktion der Expression im Vergleich zur PDGF-induzierten Zunahme der Kol-
lagen I-mRNA. Daher ist es möglich, dass PDGF einen hemmenden Einfluss auf die durch 
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die TGF-ß induzierte Steigerung der Kollagen I-mRNA-Expression ausübt. Dieser Effekt 
könnte auf die Aktivierung verschiedener Signalwege durch PDGF und TGF-ß hindeuten, 
was Gegenstand weiterführender Untersuchungen sein könnte.    
Weiterhin wurden die Kollagen III- und IV-mRNA-Expression untersucht. Bei der Kollagen 
III-mRNA-Expression wurde eine minimale, nicht signifikante Steigerung der Expression 
durch die TGF-ß-Isoformen festgestellt, während bei der Kollagen IV-mRNA die Steigerung 
signifikant war.  
Die Faktoren BMP-4 und PDGF reduzierten die mRNA-Expression beider Kollagentypen 
signifikant. Die Faktoren PTN bzw. PlGF beeinflussten die mRNA Expression nicht. Die Er-
gebnisse bezüglich der TGF-ß-Isoformen bzw. PDGF werden durch Untersuchungen von 
Hollborn et al. (2004b) bestätigt.  
Es wurde überprüft, welchen Einfluss die Wachstumsfaktoren in Kombination mit PDGF auf 
die Kollagen III- und IV-Expression haben. Der Wachstumsfaktor PDGF in Kombination mit 
den TGF-ß-Isoformen senkte die Kollagen III-Expression zur unbehandelten Kontrolle signi-
fikant. Interessanterweise kam es aber bei Kollagen IV zu einem Anstieg der mRNA-
Expression in Anwesenheit von PDGF mit den TGF-ß-Isoformen. Beim Vergleich mit den 
Ergebnissen der TGF-ß-Isoformen unter Kontrollbedingungen konnte aber trotzdem eine si-
gnifikante Verringerung der Expression von Kollagen IV-mRNA verzeichnet werden. Auch 
dieser Effekt könnte auf die Aktivierung verschiedener Signalwege durch PDGF und TGF-ß 
hindeuten. 
Bemerkenswert ist auch, dass für PTN bzw. PlGF im Gemisch mit PDGF die durch PDGF 
induzierte, signifikante Verringerung der Kollagen IV-mRNA nicht mehr feststellbar war. Ein 
ähnlicher Effekt wurde für das Gemisch von PDGF mit PlGF für die Kollagen III-mRNA 
beobachtet. Um die Ursachen für diesen Effekt zu analysieren, sind weitere Untersuchungen 
zu den involvierten Signalwegen nötig. 
Unsere Ergebnisse machen deutlich, dass TGF-ß die untersuchten Kollagen-mRNA-
Expressionen erhöht. Somit sind die RPE-Zellen zur verstärkten Bildung von Extrazellulär-
matrixproteinen befähigt, was die Ausbildung von Traktionsmembranen und damit die Netz-
hautablösung begünstigt. Ähnliche Ergebnisse wurden bereits durch Kimoto et al. (2004) be-
schrieben. Die Autoren beobachteten, dass die mRNA-Expression durch die Kultivierung in 
Anwesenheit von TGFß-2 erhöht war und dass die TGF-ß2 induzierte Kollagen I-Expression 
über die Aktivierung des p38MAPK Weges vermittelt wird. 
Der Wachstumsfaktor PDGF scheint jedoch einen hemmenden Einfluss auf die durch die 
TGF-ß-Isoformen induzierte Steigerung der Kollagen I-, III- und IV-mRNA-Expression aus-
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zuüben. Dieses wichtige Ergebnis könnte hilfreich sein, um neue Therapieformen der PVR zu 
entwickeln. Außerdem wäre es wichtig, die daran beteiligten Signalwege zu ermitteln. Inte-
ressant für zukünftige Experimente könnte der Wachstumsfaktor BMP-4 sein, der ebenfalls 
die mRNA-Expression reduziert.  
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Die proliferative Vitreoretinopathie ist eine Erkrankung des Vitreous und der Retina. Auf-
grund eines entstehenden Foramens wandern Bestandteile des Blutes und retinale Zellen 
(auch retinale Pigmentepithelzellen) in den Glaskörper ein. Dort treten sie in Wechselwirkung 
mit verschiedenen Wachstumsfaktoren. Wachstumsfaktoren und Zytokine regen die mitotisch 
inaktiven RPE-Zellen zur Migration, Proliferation und Bildung der Extrazellulärmatrix an. 
Dies führt zu einer Ausbildung von epiretinalen Membranen, die aufgrund von Traktionen ein 
Wiederanlegen der Netzhaut unmöglich machen. 
In den durchgeführten Experimenten wurde das Hauptaugenmerk auf die Wachstumsfaktoren 
VEGF, PDGF, BMP-4, PlGF, TGF-ß1 und TGF-ß2 und ihre Wirkung auf die Proliferation, 
die Migration, die VEGF-Sekretion, die TGF-ß-Sekretion, die Aktivierung intrazellulärer Si-
gnalwege und die mRNA-Expression von Kollagenen gelegt. 
Unsere Untersuchungen mit dem Wachstumsfaktor PDGF zeigen, dass dieser Faktor bei den 
retinalen Pigmentepithelzellen eine signifikante Steigerung der Proliferations- und Migra-
tionsrate induzierte. PTN und PlGF-2 hingegen hatten einen hemmenden Einfluss auf die Pro-
liferation. Die Kombination von PDGF mit den Wachstumsfaktoren BMP-4, PTN- oder 
PlGF-2 veränderte die durch PDGF induzierte Proliferationsrate nicht. Beide TGF-ß-
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Isoformen wirkten hemmend auf die Proliferation. Die Kombination der TGF-ß-Isoformen 
mit PDGF führt zu einer signifikanten Reduzierung der Proliferationsrate im Vergleich zur 
PDGF-induzierten Proliferation.  
Die motogenen Eigenschaften der retinalen Pigmentepithelzellen wurden durch die Faktoren 
PDGF, PlGF-2, VEGF sowie die TGF-ß-Isoformen stimuliert. In Kombination mit PDGF 
zeigten alle Faktoren eine deutliche Zunahme der Migrationsrate, die sich jedoch nicht von 
der durch PDGF induzierten Migration unterschied.  
Eine Erhöhung der Proliferation- und Migrationsraten der RPE-Zellen begünstigt die Ausbil-
dung von Traktionsmembranen und den gesamten Verlauf der PVR. Der Wachstumsfaktor 
PDGF erhöht beide Raten signifikant und scheint somit von großer Bedeutung für die Migra-
tion und Proliferation der RPE-Zellen zu sein.  
Der Wachstumsfaktor VEGF spielt bei der proliferativen Vitreoretinopathie eine wichtige 
Rolle. Er ist in Traktionsmembranen nachweisbar (Armstrong et al., 1998). Eine Steigerung 
der VEGF-Sekretion führt unter anderem zu einer Erhöhung der Gefäßdurchlässigkeit (Ro-
berts et al., 1995). In unseren Experimenten wurde bei den Wachstumsfaktoren PDGF und 
den TGF-ß-Isoformen eine signifikante Steigerung der VEGF-Sekretion beobachtet, wobei 
die TGF-ß-Isoformen als die stärksten Induktoren ermittelt wurden. Die Kombination beider 
Faktoren führte nochmals zu einer Erhöhung dieser Sekretion, die als additive Wirkungsstei-
gerung zu verstehen ist. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass beide Wachstumsfaktoren 
eine wichtige Rolle bei der Gefäßneubildung spielen. 
Die Wachstumsfaktoren TGF-ß1 und TGF-ß2 wurden in unseren Experimenten gesondert 
betrachtet, da sie die am häufigsten vertretenen TGF-ß-Isoformen im Auge sind (Guerin et al., 
2001). Die Autoren Tanihara et al. (1993) beobachteten, das RPE-Zellen eigenständig TGF-ß 
exprimieren können. Aufgrund dieser Erkenntnis wurde die Synthese von TGF-ß in den RPE-
Zellen in Anwesenheit von PDGF untersucht. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Synthese 
von TGF-ß1 durch Kultivierung der RPE-Zellen in Anwesenheit von PDGF signifikant erhöht 
war. Die Synthese von TGF-ß2 blieb durch die Stimulation der RPE-Zellen mit PDGF, HB-
EGF, bFGF und VEGF unbeeinflusst. 
Weiterhin konnten wir in unseren Untersuchungen feststellen, dass die Aktivierung von intra-
zellulären Signalwegen (MAPK, p38MAPK, AKT) ebenfalls durch den Faktor PDGF vermit-
telt wurde. Auf die von uns untersuchten Signalwege hatte TGF-ß keine aktivierende Wir-
kung.  
Im Verlauf der proliferativen Vitreoretinopathie produzierten die RPE-Zellen extrazelluläres 
Material (Kollagen I, III und IV, Fibronektin und Laminin) (Campochiaro et al., 1986). In 
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unseren Untersuchungen konnte ein Einfluss auf die mRNA-Expression der Kollagene I, III 
und IV durch einige der untersuchten Wachstumsfaktoren nachgewiesen werden. Es wurde 
eine signifikante Erhöhung der mRNA-Expression der Kollagen I und IV sowie eine leichte, 
nicht signifikante Erhöhung der Kollagen III-mRNA durch TGF-ß festgestellt. Demgegenüber 
reduzierte PDGF in unseren Experimenten signifikant die mRNA-Expression der Kollagene I, 
III und IV. Die retinalen Pigmentepithelzellen werden durch die Stimulation mit den TGF-ß-
Isoformen zu einer verstärkten Produktion von Kollagen I, III und IV befähigt, was bei der 
proliferativen Retinopathie die Ausbildung epiretinaler Membranen und weiterer Netzhautab-
lösungen begünstigt. 
Der Faktor PDGF übte einen hemmenden Einfluss auf die durch die TGF-ß induzierte Steige-
rung der Kollagen I-mRNA-Expression aus. Trotzdem wurde für die Kollagen IV-mRNA in 
der Summe dieser Faktoren noch eine Steigerung ermittelt, was durchaus die Ausbildung von 
Traktionsmembranen unterstützen kann. 
Abschließend bleiben zwei Punkte für weiterführende Untersuchungen offen. Da in den be-
schriebenen Experimenten das Hauptaugenmerk auf die MAP-, p38MAP- und AKT-
Proteinkinasen gelegt wurde, könnten in weiterführenden Experimenten der Smad-Signalweg 
und seine Wechselwirkungen mit verschiedenen Wachstumsfaktoren einer näheren Betrach-
tung unterzogen werden. Untersuchenswert in Bezug auf eine Reduktion der pathologischen 
Angiogenese wäre zudem die Rolle des Wachstumsfaktors PTN, der in unseren Experimenten 
als einziger Wachstumsfaktor signifikant hemmend auf die VEGF-Sekretion wirkte. 
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